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Resume 
IX 
Les cysteinyl-leucotrienes (cysLTs) ont des roles majeurs dans la pathophysiologic de l'asthme et 
sont impliques dans le remodelage des voies respiratoires, un processus caracterise par plusieurs 
changements structuraux incluant entre autre la fibrogenese et l'hyperplasie des cellules 
musculaires lisses. Dans cette etude, nous avons investigue le role potentiel des cysLTs dans la 
modulation du « vascular endothelial growth factor » (VEGF), un facteur de croissance connu 
pour etre important dans une autre facette du remodelage, c'est-a-dire l'angiogenese. Nous avons 
montre que le LTD4 induit 1'expression du VEGF chez les monocytes humains et les cellules 
musculaires lisses bronchiques humaines avec une inhibition complete par un antagoniste 
specifique du recepteur CysLTl. De plus, des cellules de reins embryonnaires humaines (HEK-
293) transferees d'une facon stable avec CysLTl ont ete utilisees pour etudier la regulation 
transcriptionelle du promoteur du VEGF. La stimulation de ces cellules avec des cysLTs mene a 
l'activation du promoteur du VEGF d'une facon dependante de la concentration et resistante a la 
Bordetella pertussis toxin (PTX). Aussi, il en resulte une augmentation de 1'expression de 
l'ARNm et de la proteine du VEGF d'une facon dependante du temps de stimulation. 
L'utilisation de mutants tronques en 5' de la construction du promoteur du VEGF de type 
sauvage demontre que la region en amont de -90 Pb n'est pas requise pour sa regulation 
transcriptionnelle par les cysLTs. De plus, un pretraitement avec des inhibiteurs 
pharmacologiques des MAPKs suggere 1'implication de JNK et ERK, mais pas de p38 dans 
l'activation du promoteur du VEGF par LTD4. Egalement, 1'inhibition partielle de l'activation du 
promoteur du VEGF via la surexpression des formes dominantes negatives des proteines JunD, 
FosB et Ras suggere un role actif pour le complexe AP-1. Cependant, puisqu'un mutant du 
promoteur avec des substitutions dans le site de liaison d'AP-1 maintient toujours sa 
X 
transactivation par LTD4, le complexe AP-1 semble agir d'une facon indirecte. En fait, 
1'inhibition complete de 1'activation du promoteur du VEGF et de 1'augmentation subsequente de 
son ARNm par un pretraitement avec la mithramycine, un inhibiteur de la transcription Spl-
dependante, suggere que AP-1 pourrait agir indirectement sur Spl pour la modulation du VEGF 
par les cysLTs. Par surcroit, des experiences utilisant un promoteur du VEGF (-123 +50 pb) avec 
tous ses sites Spl mutes (4) ont montre que ces regions etaient necessaires a la transactivation du 
VEGF par LTD4. Bref, nos resultats indiquent pour la premiere fois que les cysLTs peuvent 
activer transcriptionnellement la production du VEGF via le recepteur CysLTl, avec 
l'implication de JNK, ERK, AP-1 et Spl. Ces resultats proposent que les cysLTs pourraient etre 
importants dans le processus d'angiogenese associe au remodelage des voies respiratoires et 
indiquent un possible benefice jusqu'a maintenant insoupconne dans l'utilisation des antagonistes 
des recepteurs CysLTl dans la prevention ou le traitement du remodelage dans 1'asthme. 
Mots cles generaux : cysLTs, VEGF, remodelage, asthme, signalisation 
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1- INTRODUCTION 
Partie 1 : L'ASTHME 
1.1 Historique 
L'asthme est une maladie probablement presente chez l'humain depuis des milliers d'annees. La 
premiere utilisation du mot «asthme» se retrouve dans le Corpus Hippocraticum initie par 
Hippocrate (460-375 B.C.) mais referait probablement a un symptome plutot qu'a une maladie. 
En fait, le mot «asthme» provient du verbe grecque «aazein» signifiant «respirer rapidement et 
peu profondement» (MARKETOS et BALLAS, 1982). La premiere description de l'asthme 
comme entite clinique est accordee a Aretaeus de Cappadoce (81-138 A.D). De l'antiquite 
jusqu'a aujourd'hui, cette maladie semble toujours avoir accompagnee les hommes (COHEN, 
1992). 
1.2 Epidemiologic 
Presentement, l'asthme est reconnue comme etant une cause majeure d'hospitalisation et de perte 
de qualite de vie, en plus d'etre un important fardeau economique pour le systeme de sante du 
Canada (Statistique Canada, Rapports sur la sante, Vol 16, No2, Mars 2005). Selon 
1'Organisation mondiale de la sante, plus de 150 millions de personnes sont atteintes a travers le 
monde, et selon Statistique Canada environ 10% de la population canadienne est touchee. Bien 
que le taux de mortalite soit en diminution, la prevalence de l'asthme est en constante 
augmentation au Canada depuis les 20 dernieres annees. Mis a part la possibilite d'un 
surdiagnostic cause par la sous-utilisation de tests objectifs comme la spirometrie (AARON et 
al, 2008), les raisons expliquant 1'augmentation de sa prevalence sont majoritairement 
inconnues (Asthma Society of Canada, Fact sheet Nol, Avril 2005). 
1.3 Definition et classification 
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L'asthme peut etre decrit comme etant une maladie inflammatoire chronique des voies 
respiratoires pouvant mener a des episodes de sibilances, de dyspnee, de toux et de sensation 
d'oppression thoracique chez les personnes susceptibles. Ces episodes sont associes avec un 
degre variable d'obstruction des voies respiratoires etant le plus souvent reversible spontanement 
ou avec medication. Les patients asthmatiques demontrent egalement un etat d'hyper-reactivite 
tracheo-bronchique face a une grande variete de stimuli (MURRAY et NADEL, 2005). Fait 
important, l'asthme est une maladie extremement heterogene pouvant varier en terme des stimuli 
impliques, de l'age d'apparition, de Pimmunopathologie, de la reponse aux traitements, de la 
severite des symptomes et du degre de chronicite (BUSSE et LEMANSKE, 2001, HOLGATE, 
2008, KILEY et al, 2007). En fait, l'asthme ne serait pas une maladie unique, mais un ensemble 
de differents desordres avec des phenotypes semblables (HOLGATE, 2008). Plusieurs differents 
types d'asthme ont ete decrits dans la litterature mais malheureusement, il n'y a pas encore de 
classification simple acceptee par tous. Notons par exemple des classifications cliniques basees 
sur la severite, sur le traitement (asfhme steroi'de-dependant, asthme steroi'de-resistant), les 
marqueurs d'inflammation (eosinophilique, neutrophilique, inflammatoire mixte, 
paucigranulocytique), le stimulus implique dans le declanchement des crises (asthme induit pas 
l'exercice, l'asthme nocturne, l'asthme induit par des medicaments et l'asthme induite par le 
froid). Enfin, certaines classifications prennent en compte la pathophysiologic; l'asthme 
allergique (extrinseque ou eosinophilique) ou l'asthme non-allergique (intrinseque ou non-
eosinophilique) (HALDAR et PAVORD, 2007, HOLGATE, 2008, MURRAY et NADEL, 
2005). Le type d'asthme le plus commun est l'asthme allergique puisqu'il representerait environ 
70%descas (MEYER et al., 2008). 
1.4 Pathophysiologic de l'asthme allergique 
L'asthme est un bon exemple de maladie multifactorielle complexe puisqu'il est declenche par 
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l'interaction entre la genetique d'un individu et son environnement. En date de 2008, plus de 100 
genes ont ete rapportes comme etant associes avec l'asthme ou des phenotypes relies (ZHANG 
et al, 2008). Certains de ces genes sont relies avec 1'inflammation de type Th2 (ex : IL-13) 
tandis que d'autres ne semblent pas avoir de lien direct avec ce celle-ci et sont plutot des genes 
de l'epithelium, du mesenchyme ou autres (ex: ADAM-33, disintegrin, filaggrin, S100). 
Initialement considere presque uniquement comme une maladie allergique d'hypersensibilite de 
type I dominee par une inflammation de type Th2, il est done de plus en plus evident que 
d'autres facteurs comme les interactions epithelium-mesenchymes sont importantes dans sa 
pathogenese (HOLGATE et al, 2000, KNIGHT et al, 2004). II est aussi probable que d'autres 
types de lymphocytes T comme les CD4+ Thl (particulierement dans l'asthme severe), Thl7, 
Treg et les CD Id-restricted NKT cells ont un role a jouer dans l'asthme, mais d'une facon moins 
importante que les Th2. Aussi, le role des cellules NK, des lymphocytes T CD8+ et des 
lymphocytes Ty5 reste a clarifier (MEDOFF et al, 2008, MEYER et al, 2008). 
1.4.1 L'inflammation de type Th2 dans l'asthme 
L'inflammation bronchique est d'une importance capitale dans l'asthme etant donne que les 
aspects physiologiques et cliniques deriveraient en grande partie de l'etat inflammatoire subaigu 
persistant (ROBBINS, 2002). D'abord largement limite aux voies respiratoires conductrices 
sans alveole, 1'inflammation peut s'etendre jusqu'aux alveoles en cas d'asthme chronique et 
severe (KRAFT, 1999). 
Chez une personne susceptible, il y aurait d'abord sensibilisation a des allergenes presents dans 
1'environnement. Pour ce faire, il doit y avoir capture et appretement de ces allergenes par des 
cellules dendritiques situees dans l'epithelium ou la sous-muqueuse bronchique avec l'aide de 
leur dendrites s'etendant jusqu'a la surface de contact avec Fair (VON GARNIER et al, 2005). 
L'appretement de l'allergene se fait via la voie de degradation extracellulaireellulaire et est 
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presentee via le CMH de classe II (RIESE et CHAPMAN, 2000). Apres le contact avec 
l'allergene, la cellule dendritique recoit un signal (ex : chimiokines CCL19 et CCL21 liant le 
recepteur CCR7) qui l'incite a migrer dans des ganglions lymphatiques locaux ou le contact avec 
des lymphocytes T naifs aura lieu (HUMRICH et at, 2006). A cette etape, c'est la voie de 
differenciation utilisee par le lymphocyte CD4+ naif qui est cruciale. Les lymphocytes T CD4+ 
nai'fs peuvent aller vers l'anergie (tolerance) ou se differencier en lymphocytes T CD4+ Thl, 
Th2, Thl7 ou Treg selon le contexte cellulaire et les mediateurs presents (DONG, 2008). C'est 
cependant les lymphocytes T CD4+ Th2 qui sont cruciaux dans les reactions d'hypersensibilite 
de type I comme l'asthme allergique (HOLGATE, 2008). Les cytokines importantes pour la 
differenciation en CD4+ Th2 in vitro sont particulierement IL-4 et TSLP mais leur importance 
relative in vivo ou leur source cellulaire n'est pas encore bien comprise (SOKOL et at, 2008). 
Une fois que les lymphocytes T CD4+ Th2 allergene-specifique sont produits dans les ganglions 
regionaux, ils migrent vers les voies respiratoires via des interactions lipides 
chimioattractants/recepteurs (ex : LTB4 et PGD2 via BLT1 et CRTH2 respectivement) ou de 
multiples interactions chimiokines/recepteurs. Les cellules T CD4+ Th2 effectrices (ou 
memoires effectrices) auront ensuite un role central dans la pathophysiologie de l'asthme, tout 
comme les cellules T memoires centrales qui restent dans les ganglions lymphatiques 
(MEDOFF et at, 2008). Puisqu'ils secretent IL-4 et IL-13, les lymphocytes T actives sont 
importants dans la commutation isotypique des lymphocytes B vers la synthese des IgE 
(anticorps cruciaux dans une hyper-reactivite de type I). Ces anticorps se fixent ensuite d'une 
facon irreversible sur les recepteurs de haute affinite FcRI a la surface des mastocytes et 
basophiles ce qui «sensibilise» l'hote a l'allergene concerne (HOLGATE, 2008). Dans une 
moindre mesure, IgE peut aussi lier le recepteur de faible affinite FcRIII a la surface des 
lymphocytes B, macrophages ou eosinophiles. En produisant IL-5, les lymphocytes T CD4+ Th2 
aident aussi a la differenciation des eosinophiles, leur maturation, leur activation, leur 
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proliferation et leur migration (BARNES, 2008, HOLGATE, 2008). De plus, les cytokines 
comme IL-4, IL-9, IL-10 et IL-13 son appelees «facteurs de croissance pour mastocytes» parce 
qu'ils ont des actions de synergie avec SCF pour la proliferation et la differentiation des 
mastocytes (MARONE et al, 2005). 
Lorsqu'une personne est sensibilisee a un allergene, la reexposition a celui-ci resulte en une 
exacerbation de 1'inflammation sous base allergique. Premierement, il y a une phase precoce 
(presque immediate et durant environ 30-60 minutes) du a l'interaction de l'allergene avec des 
cellules de l'irnmunite innee; majoritairement les mastocytes mais aussi les basophiles, 
macrophages et eosinophils (MEDOFF et al, 2008, ROBBINS, 2002). Les mastocytes, en plus 
d'etre present sous la membrane basale a proximite de l'epithelium bronchique, des cellules a 
goblet et pres des vaisseaux sanguins, se retrouvent egalement a des endroits strategiques pour la 
pathogenese de l'asthme. En effet, chez les patients asthmatiques uniquement, ils sont egalement 
retrouves dans la couche de cellules musculaires lisses (particulierement les 
mastocytesTryPtase+/chymase+) et dans les glandes a mucus. Ils peuvent done interagir plus facilement 
avec ses deux types de cellules (BRADDING et al, 2006). Les mastocytes sont actives via le 
«crosslink» des recepteurs de haute affinite FcRI (liant IgE) par la liaison antigene multivalent: 
IgE ce qui resulte en la relache de mediateurs deja formes et/ou deja emmagasines dans des 
granules (ex : histamine et la tryptase). Aussi, il y a synthese de nouveaux mediateurs comme 
des mediateurs lipidiques (ex : cysLTs, PGD2, PAF), des cytokines (ex : IL-4, IL-5, IL-13, TNF-
a) et des chimiokines. D'autres moyens d'activer les mastocytes sont egalement possibles 
comme par exemple via des cytokines (ex :TNF-a), via le complement C5a, l'adenosine, 
differents TLRs, des neuropeptides, Phyperosmolalite et bien d'autres (BARNES, 2008, 
BRADDING et al., 2006). Fait interessant, les mastocytes des patients asthmatiques demontrent 
meme un phenotype d'activation chronique (BRADDING et al, 2006). Classiquement, 
l'activation des mastocytes dans la reponse precoce a ete montre comme etant impliquee dans la 
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bronchoconstriction, 1'augmentation de la permeabilite vasculaire, 1'augmentation de la secretion 
de mucus, la vasodilatation et l'agregation/activation de plaquerte via les differents mediateurs 
relaches. Cette activation a egalement pour consequence de preparer la phase suivante (tardive) 
en relachant des mediateurs responsables de l'arrivee de differents types cellulaires; lymphocytes 
T CD4+ Th2 (ex : via cytokines Th2 induisant chimiokines STAT6-inductibles), eosinophiles 
(ex : via LTB4, IL-5), neutrophils (ex : via IL-8) (BRADDING et al, 2006, MEDOFF et al, 
2008). Le TNF-a relache par les mastocytes active d'ailleurs 1'endothelium ce qui aide a la 
migration de ces cellules. L'IL-4 relache par les mastocytes aurait egalement un role important a 
jouer etant donne qu'elle est capable d'augmenter la commutation isotypique vers IgE 
(ROBBINS, 2002). 
Pour la survenue de la phase tardive (apres quelques heures et durant quelques heures) de 
1'exacerbation, les cellules dendritiques presententTallergene aux lymphocytes T CD4+ Th2 
effectrices (ou effectrices memoires) des voies respiratoires ce qui resulte en leur activation ou 
reactivation. Par surcroit, les cellules dendritiques peuvent presenter de nouveau Tallergene aux 
cellules T CD4+ memoires centrales ou nai'ves des ganglions lymphatiques regionaux menant au 
recrutement de nouveaux lymphocytes T CD4+ Th2 qui contribue a la phase tardive (MEDOFF 
et al, 2008). En fait, le relachement des mediateurs des lymphocytes T CD4+ Th2 peut causer 
des dommages a 1'epithelium, augmenter 1'inflammation et augmenter 
l'activation/migration/differenciation des precurseurs de mastocytes ce qui intensifie la reponse 
initiale. Cependant, meme si les lymphocytes T CD4+ Th2 sont les chefs d'orchestres de la 
phase tardive, les eosinophiles sont les principaux leucocytes recrutes a cette etape via par 
exemple leur recepteur CCR3 et les chimiokines STAT6-dependante CCL11 (eotaxin), CCL24 
(eotaxin-2) et CCL26 (eotaxin-3) (HOLGATE, 2008, MEDOFF et al, 2008, ROBBINS, 2002). 
Les eosinophiles causent des dommages epitheliaux avec la relache de MBP (major basic 
protein), ECP (eosinophil cationic protein), eosinophil peroxydase et des ROS. Ces cellules 
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produisent egalement differents mediateurs qui amplifiers et soutiennent 1'inflammation, comme 
le PAF, les cysLTs, PGI2, des nombreuses cytokines et chimiokines. Certains basophiles, 
macrophages et neutrophiles sont aussi recrutes pendant cette phase mais leur role reste encore 
imprecis (HOLGATE, 2008, ROBBINS, 2002). 
L'etat inflammatoire chronique des voies respiratoires de 1'asthmatique resulte de la production 
de cytokines, chimiokines, molecules d'adhesion, mediateurs lipidiques et autres mediateurs 
inflammatoires provenant directement (ou via 1'interaction) entre les lymphocytes T CD4+ Th2, 
les cellules inflammatoires recrutes et des cellules structurales des poumons (cellules 
endotheliales, cellules epifheliales, fibroblastes, cellules musculaires lisses) (BUSSE et 
LEMANSKE, 2001, HOLGATE, 2008). En fait, plus de cent mediateurs inflammatoires et 
autres produits ont ete cite dans la litterature (ZHANG et al., 2008) Actuellement, les roles des 
lymphocytes T CD4+ Th2, cellules dendritiques, mastocytes et eosinophils sont beaucoup 
mieux compris que ceux des basophiles, monocytes/macrophages et neutrophiles. Pour les 
neutrophiles, ils semblent etre plus importants dans 1'asthme severe et chronique (HALDAR et 
PAVORD, 2007). Bref, cet etat inflammatoire sous base immunologique aurait un role a jouer 
dans les signes et symptomes de 1'asthme tels l'hyper-reactivite bronchique (relaches de 
mediateurs bronchoconstricteur), l'hyper-secretion de mucus, l'eosinophilie et le remodelage des 
voies respiratoire (BUSSE et LEMANSKE, 2001). 
1.4.2. Epithelial-mesenchymal trophic unit (EMTU) 
Une caracteristique fondamentale de 1'asthme allergique est la capacite de sensibilisation a des 
aeroallergenes chez les personnes susceptibles. Puisqu'environ 40% de la population est 
atopique et que seulement environ 7% developpent de 1'asthme, une question importante se 
posent: quel est le mecanisme responsable de l'expression ou non de l'atopie sous forme 
d'asthme ? (HOLGATE, 2008) Aussi, puisque certains asthmatiques sont plus ou moins 
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sensibles aux corticosteroi'des, qu'elle est la base pathophysiologique de ce fait? Les reponses 
pourraient bien se trouver dans 1'epithelium bronchique et le mesenchyme (KNIGHT et al, 
2004). Chez les asthmatiques; l'epithelium serait plus fragile (se detache plus facilement), plus 
permeable, moins efficace contre la defense antivirale et moins efficace contre la protection des 
agents oxydatifs. L'epithelium bronchique surexprime egalement EGFRs et demontre des 
troubles de proliferation, ce qui laisse croire qu'il serait chroniquement blesse et incapable de 
bien se reparer (HOLGATE, 2008, HOLGATE et al, 2000). La formation d'un «cycle 
blessure/guerison chronique» aurait done lieu du a une communication inadequate entre 
l'epithelium et le mesenchyme pulmonaire. Ainsi, e'est dans ce scenario que repose la theorie du 
«epithelial-mesenchymal trophic unit» puisqu'en essayant de reparer continuellement les 
dommages, ces interactions dirigent la secretion de nombreuses cytokines, chimiokines et 
facteurs de croissances comme par exemple EGF, amphiregulin, PGDF, FGF-1, FGF-2, TGF-(3 
et bien d'autres. Puisque les mediateurs impliques sont semblables a ceux de la morphogenese 
des poumons chez le fetus en developpement, le terme «epithelial mesenchymal trophic unit» a 
ete choisi (HOLGATE et al, 2000). Premierement, ces differents mediateurs et leurs effets 
directs ou indirects pourraient expliquer en partie le phenomene de remodelage des voies 
respiratoires. Ensuite, les cycles de blessures/guerisons chroniques et le remodelage pourraient 
servir de base et de soutient a 1' installation de 1'inflammation chronique de l'asthme en creant un 
microenvironnement propice. Bref, un defaut de susceptibilite inne ou acquis de l'epithelium 
bronchique en presence d'agents nocifs de l'environnement reactiverait l'EMTU et menerait a un 
cycle de blessure/guerison chronique expliquant en partie pourquoi certains individus atopiques 
developpent l'asthme ou non (SUMI et HAMID, 2007). La recente observation qu'un 
polymorphisme du gene filaggrin (implique dans le maintien de l'integrite epitheliale des voies 
respiratoires et de la peau) est associe avec l'asthme et la dermatite atopique ouvre la possibilite 
que l'origine de 1'asthme n'est effectivement pas seulement immunologique (PALMER et al, 
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2006, YING et al, 2006). D'autres genes nouvellement associes a l'asthme comme SI00 ou 
ADAM-33 sont aussi interessant a ce point de vue (HOLGATE, 2008, VAN EERDEWEGH et 
al, 2002). L'importance de l'«epithelial mesenchymal trophic unit» par rapport a 1'inflammation 
de type Th2 dans la pathogenese de l'asthme a dernierement ete mis en evidence avec trois 
etudes utilisant des corticosteroi'des en inhalation. Dans chacune d'elle, 1'administration de 
corticosteroi'des par inhalation chez de jeunes enfants nes de parents asthmatiques ou atopiques 
(a haut risque de souffrir d'asthme) avant le developpement de l'asthme n'a pas influence 
l'histoire naturelle de la maladie (BISGAARD et al, 2006, GUILBERT et al, 2006, MURRAY 
et al, 2006). Effectivement, si 1'inflammation de type Th2 (diminuee par les corticosteroi'des) 
etait la seule responsable du developpement et de la perpetuation de l'asthme, 1'administration de 
corticosteroi'des aurait du avoir un impact sur l'histoire naturelle de cette maladie, mais ce ne fut 
pas le cas (HOLGATE, 2008). 
1.5 Le remodelage des voies respiratoires 
1.5.1 Definition 
Cellule musculaire lisse 
Figure 1 : Remodelage des voies respiratoires dans l'asthme (POULIN, 2008). Le 
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remodelage inclut plusieurs changements dans la composition, le contenu et 1'organisation des 
constituants cellulaires et moleculaires des voies respiratoires. Les principaux sont represented 
schematiquement ci-haut. 
Dernierement, un autre aspect de l'asthme attire beaucoup 1'attention; le remodelage des voies 
respiratoires. Bien que difficilement defmissable en une seule phrase, on peut le decrire comme 
etant des changements dans la composition, le contenu et 1'organisation des constituants 
cellulaires et moleculaires des voies respiratoires centrales et peripheriques (SUMI et HAMID, 
2007). La litterature est tres vaste lorsqu'il est question de decrire ces modifications, mais une 
chose est certaine, ils peuvent etre presents a differents degres et a differents moments dans 
revolution de la maladie (en accord avec l'heterogeneite de l'asthme). Les changements les 
mieux decrits (voir Figure 1) et qui semblent les plus importants sont une denudation de 
1'epithelium bronchi que, une hyperplasie/metaplasie des cellules a mucus, un epaississement de 
la lamina reticularis (initialement decrit comme un epaississement de la «vraie» membrane 
basale incluant la lamina rara et la lamina densa), une fibrose sous-epitheliale, une 
hypertrophie/hyperplasie des cellules musculaires lisses et une augmentation de l'angiogenese 
(HOMER et ELIAS, 2005). Plusieurs autres phenomenes peuvent aussi etre presents comme une 
augmentation du nombre de myofibroblastes, une augmentation de la secretion d'un type precis 
de mucine (MUC5AC), une hypertrophic des glandes a mucus, des dysfonctions ciliaires, des 
modifications de la quantite, composition et distribution des molecules de la matrice 
extracellulaires (BOSSE et al, 2008, PASCUAL et PETERS, 2005). 
1.5.2 Pathophysiologie 
Contrairement aux composantes immunologiques et inflammatoires de 1'asthme, bien peu de 
choses sont connues par rapport aux changements cellulaires et moleculaires sous-jacents aux 
modifications structurales du remodelage des voies respiratoires. Pour l'instant, son existence est 
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expliquee par deux theories; 1'inflammation chronique (modele lineaire) et l'«epithelial 
mesenchymal trophic unit (EMTU)» (modele parallele) (voir Figure 2) (DAVIES et al, 2003). 
Environnement 
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Figure 2 : Pathophysiologic du remodelage des voies respiratoires dans l'asthme (POULIN, 
2008). Actuellement, deux theories sont avancees pour expliquer le remodelage ; le modele 
lineaire et le modele parallele. EMTU ; epithelial mesenchymal trophic unit. 
1.5.2.1 Le modele lineaire 
Le modele lineaire est le plus repandu et le mieux connu. II implique 1'interaction entre 
les cellules inflammatoires et les cellules structurales des voies respiratoires lors de la 
chronicisation de 1'inflammation dans l'asthme ainsi que le relachement de plusieurs mediateurs 
par ces cellules comme des cytokines, des chimiokines, des mediateurs lipidiques, des 
metalloproteases, des inhibiteurs des metalloproteases et des facteurs de croissance 
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(BERGERON et BOULET, 2006). C'est done un microenvironnement derivant de 
1'inflammation chronique qui serait responsable du remodelage, d'ou le terme «lineaire» puisque 
le remodelage ne pourrait pas se produire sans d'abord la presence de 1'inflammation. Selon 
leurs cellules cibles, les mediateurs relaches auront differents roles dans le remodelage comme la 
proliferation, la differentiation, la migration, l'activation et l'augmentation de la secretion de 
differents produits (ex: molecules de la matrice extracellulaire ou autres mediateurs) 
(DOHERTY et BROIDE, 2007). 
1.5.2.2 Le modele parallele 
Meme si la theorie de 1'inflammation chronique (modele lineaire) semble etre 
interessante, elle ne permet pas d'expliquer pourquoi certains patients asthmatiques developpent 
le remodelage tot dans revolution de leur maladie (probablement avant la chronicisation de 
P inflammation), ou encore pourquoi le traitement aux glucocorticoi'des ne parvient pas toujours a 
stopper ou prevenir son evolution (KNIGHT et al, 2004). En effet, si le modele lineaire etait 
exact, le remodelage ne pourrait pas se former sans inflammation chronique et il serait 
inevitablement prevenu en utilisant de puissants anti-inflammatoires. Ainsi, Phypothese de 
P«epithelial mesenchymental trophic unit» (modele parallele) a ete soumise (HOLGATE et al, 
2000). L'EMTU ne refute pas completement le modele lineaire, mais Pinsere plutot dans un 
modele plus large. II y aurait done deux voies pouvant interagir ensemble a differents niveaux et 
fonctionnant en parallele; d'un cote un defaut de susceptibilite de Pepithelium creant ultimement 
un microenvironnement adequat pour le remodelage et facilitant P inflammation, et de P autre 
cote, P inflammation chronique de type Th2 pouvant possiblement creer un microenvironnement 
pour le remodelage (SUMI et HAMID, 2007). Bref, c'est en offrant une voie alternative a 
Pinflammation chronique pour le processus du remodelage que PEMTU expliquerait pourquoi 
certains patients developpent le remodelage tres tot dans Involution de Pasthme ou que les 
medicaments anti-inflammatoires ne previennent pas toujours son evolution. 
1.5.3 Consequences 
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Hyper-reactivite bronchique Perte progressive des fortctions 
respiratoires (jVEMS) 
Resistance aux corticosteroides Obstruction irreversible 
Facilitation de la chronicisation 
de Pinflammation 
Figure 3 : Consequences du remodelage des voies respiratoires dans l'asthme (POULIN, 
2008) 
L'asthme est souvent considere comme une maladie pulmonaire obstructive reversible benigne. 
Malheureusement, cette description n'est pas entierement vraie et est trop simpliste. En effet, 
certains individus souffrant d'asthme chronique severe peuvent developper differents degres 
d'obstruction irreversible, une perte progressive et plus rapide que la normale des fonctions 
respiratoires (selon la mesure du VEMS) et une resistance au traitement par corticosteroides 
(TEN HACKEN et al, 2003). En fait, les patients resistants aux corticosteroides ont 
probablement un phenotype avec predominance de remodelage, tandis que les patients 
susceptibles aux corticosteroides ont probablement un phenotype avec predominance 
d'inflammation (HOLGATE et al, 2006). Bien qu'il n'y ait pas encore de preuves irrefutables, 
le remodelage des voies respiratoires a ete montre comme ayant un role potentiel a jouer dans les 
points cites plus hauts. Finalement, il aurait aussi comme consequence d'augmenter l'hyper-
reactivite bronchique et d'agir comme facilitateur de 1'installation de Pinflammation chronique 
(SUMI et HAMID, 2007) (voir Figure 3). Pour l'instant, il n'est pas encore bien connu si, et 
comment, chaque composante (seule ou en combinaison) du remodelage a des consequences sur 
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l'asthme. 
1.5.3.1 Roles de l'angiogenese 
L'augmentation de la vascularity est une constituante reconnue du remodelage des voies 
respiratoires dans l'asthme (WALTERS et al, 2008). Reconnue comme une caracteristique des 
voies respiratoires enflammees des 1960 (DUNNILL, 1960), c'est en 1997 qu'une premiere 
etude nota plus precisement une augmentation du nombre de vaisseaux sanguins de la lamina 
propria des poumons de patients asthmatiques par biopsie bronchique (LI et WILSON, 1997). 
Depuis ce temps, de nombreuses etudes ont appuye cette observation et ont suggere que les 
consequences fonctionnelles de cette hyper-vascularite (faisant partie du remodelage des voies 
respiratoires) etaient 1'augmentation de l'obstruction bronchique, l'augmentation de l'hyper-
reactivite bronchique et 1'amplification de la reponse inflammatoire (CHETTA et al, 2005, 
CHETTA et al, 2007, WALTERS et al, 2008, WILSON et HII, 2006). L'hyper-vascularite 
serait egalement essentielle pour assurer une oxygenation et un apport en nutriment adequat pour 
certaines composantes du remodelage des voies respiratoires (BOSSE et al, 2008). Par 
exemple, l'hyperplasie/hypertrophie des cellules musculaires lisses necessite une augmentation 
du support sanguin pour son maintien. En plus du nombre de vaisseaux sanguins, il y a aussi une 
augmentation de leur grosseur et une augmentation de la permeabilite vasculaire (WALTERS et 
al, 2008). Dans le remodelage des voies respiratoires de l'asthme, il y aurait un debalancement 
vers le cote pro-angiogenique a cause de 1'inflammation chronique (cellules et mediateurs 
impliques) et/ou de l'EMTU (HOLGATE, 2008) ou indirectement via la force mecanique 
imposee aux cellules musculaires lisses (HASANEEN et al., 2007). 
1.5.4 Traitements 
Les medicaments d'aujourd'hui et leur mode d'utilisation ne sont pas toujours efficaces pour 
prevenir le remodelage des voies respiratoires, et encore moins pour le traiter (reversibilite) 
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(POHUNEK, 2006, RICCIONI et al, 2004, SZEFLER, 2005). L'efficacite des corticosteroides 
est encore controversee pour plusieurs composantes du remodelage, montrant parfois des 
capacites de prevention/reversibilite, parfois aucun effet, ou encore des aggravations (MAUAD 
et al, 2007). Par exemple, le steroi'de triamcinolone acetonide est capable de reduire la 
proliferation des fibroblastes in vitro (ODDERA et al, 2002), tandis que la dexamethasone peut 
augmenter la proliferation des fibroblastes de patients asthmatiques (FOUTY et al, 2006, 
KRAFT et al, 2001). Certaines etudes in vitro ont montre que la dexamethasone arretait les 
cellules musculaires lisses dans la phase Gl du cycle cellulaire et inhibait quelques effets 
proliferatifs de certains facteurs de croissances (FERNANDES et al, 1999). D'un autre cote, 
des corticosteroides ont montre un effet d'augmentation de synthese de CTGF, collagene I et 
fibronectine de la part des cellules musculaires lisses en culture (JOHNSON et al, 2000). Selon 
la gravite de l'asthme, un certain nombre de patients developpe done inevitablement du 
remodelage, avec ou sans les consequences possibles, meme avec un traitement optimal 
(HOLGATE, 2008, MAUAD et al, 2007). La question a savoir quelle composante du 
remodelage devons-nous cibler pour chaque changement clinique observe devra aussi etre etudie 
plus en profondeur. 
Partie 2 : LES CYSTEINYL-LEUCOTRIENES (cysLTs) 
2.1 Historique 
L'histoire des cysteinyl-leucotrienes (cysLTs) a commence des 1938 lorsqu'un groupe de 
l'Australie a suggere l'existence d'une nouvelle substance liberee dans 1'effluent des poumons 
perfuses de cochon d'inde expose a du venin de serpent (FELDBERG et KELLAWAY, 1938). 
Puisque 1'effluent des poumons induisait une contraction de l'intestin du cochon d'inde plus 
prolongee que celle induite par l'histamine uniquement, ils nommerent ce compose «slow-
reacting smooth muscle-stimulating substance (SRS)» en supposant que ses effets etait differents 
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de ceux de l'histamine. Ensuite, c'est au debut des annees 1960 qu'un groupe de l'Angleterre 
identifia une substance liberee par la reaction antigene-anticorps au niveau des poumons et qui 
causait une contraction lente et persistante de l'ileon de cochon d'inde d'une facon independante 
de l'histamine (resistante aux antihistaminiques nouvellement disponibles a ce moment) 
(AUSTEN et BROCKLEHURST, 1961). lis baptiserent cette substance«slow-reacting 
substance of anaphylaxis (SRS-A)» avant qu'il ne soit plus tard evident que SRS et SRS-A 
etaient les memes molecules. Ce n'est par contre qu'en 1979-1980 que la caracterisation de la 
structure de SRS-A fut decrite. En fait, leurs travaux reussirent a determiner que SRS-A est un 
melange de trois molecules lipidiques qui sont des metabolites de l'acide arachidonique 
contenant trois doubles liens conjugues et un peptide contenant la cysteine; les cysteinyl-
leucotrienes LTC4, LTD4 et LTE4 («Leuco-» pour globule blanc et «-trienes» pour 3 doubles 
liens conjugues) (MORRIS et al, 1980, SAMUELSSON et al, 1979). En 1982, une propriete 
cruciale des cysLTs fut identifiee; une capacite de bronchoconstriction lOOOx superieure a 
l'histamine (WEISS et al., 1982). En 1984, les premieres evidences de la presence de differents 
recepteurs pour les cysLTs commencerent a faire leur apparition du au fait que leur potentiel de 
contraction du parenchyme pulmonaire etait tres different (LEE et al., 1984). Pres de deux 
decennies plus tard, les deux premiers recepteurs ont ete clones (CysLTl et CysLT2) (HEISE et 
al., 2000, LYNCH et al., 1999). Aujourd'hui, les cysLTs ont ete demontres comme jouant un 
role important aussi bien dans des situations physiologiques de defense de l'hote dans 
l'immunite innee que dans des situations pathologiques comme l'asthme, la rhinite allergique, 
l'atherosclerose, des tumeurs et bien d'autres maladies (PETERS-GOLDEN et HENDERSON, 
2007). 
2.2 Synthese 
2.2.1 Profil d'expression 
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Les cysLTs sont principalement synthetases par les leucocytes comme les eosinophils 
(+++cysLTs), les mastocytes (cysLTs>LTB4), les basophiles (+++cysLTs), les 
monocytes/macrophages (LTB4>cysLTs) et les cellules dendritiques (LTB4>cysLTs). Les 
neutrophiles et les lymphocytes B expriment presque uniquement le LTB4 (un leucotriene ne 
faisant pas partie de la classe de cysteinyl-leucotrienes) tandis que les lymphocytes T ne 
semblent pas etre une source significative de leucotrienes (PETERS-GOLDEN et 
HENDERSON, 2007). Une fois synthetises, les cysLTs agissent localement d'une facon 
autocrine ou paracrine (FLAMAND et al, 2007). Fait interessant, les cellules precurseurs 
circulantes de fibroblastes ou myofibroblastes, les fibrocytes, ainsi que les fibroblastes 
bronchiques peuvent aussi produire des cysLTs (JAMES et al, 2006, VANNELLA et al, 
2007). 
2.2.2 Biosynthese classique 
Les cysteinyl-leucotrienes sont des membres d'une grande famille de molecules 
nominees «eicosanoi'des». Ce mot provient du terme grecque «eikosi» signifiant «20» etant 
donne que les eicosanoi'des sont des lipides biologiquement actifs derives de la conversion 
enzymatique d'acides gras polyinsatures contenant 20 carbones (SOBERMAN et CHRISTMAS, 
2003). Le precurseur principal des eicosanoi'des chez l'homme est l'acide gras acide 
arachidonique (20:4, 6). L'acide arachidonique est normalement retrouvee en position sn-2 des 
phospholipides membranaires et doit done etre relache par Taction d'une phospholipase pour le 
debut de la synthese des eicosanoi'des (DIAZ et ARM, 2003). Une fois l'acide arachidonique 
libre, elle peut etre metabolisee par 3 voies enzymatiques majeures : l'enzyme cyclooxygenase, 
produisant les prostaglandines et les thromboxanes, l'enzyme lipoxygenase, produisant les 
leucotrienes et les lipoxines, et la voie du cytochrome p450 qui mene aux produits des 
epoxygenases et des ru-hydroxylases (SOBERMAN et CHRISTMAS, 2003). Pour ce qui est de 
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la biosynthese des cysteinyl-leucotrienes plus precisement (voir Figure 4), elle commence par 
1'augmentation du calcium intracellulaire et 1'activation de 1'enzyme phospholipase A2 (PLA2) 
chez les cellules d'origines myeloi'des majoritairement. Cette augmentation du calcium peut etre 
cause par un grand nombre de differents stimuli biologiques ou non biologiques comme par 
exemple la liaison antigene:anticorps, des complexes immuns, des microbes, des cytokines, le 
complement, un choc osmotique, etc. (PETERS-GOLDEN et HENDERSON, 2007, 
SOBERMAN et CHRISTMAS, 2003) 
Figure 4 : Biosynthese et sites d'action des differents leucotrienes (PETERS-GOLDEN et 
HENDERSON, 2007) 
Plusieurs differentes PLA2 existent (DIAZ et ARM, 2003), mais l'isoenzyme qui semble etre la 
plus importante pour la synthese des cysLTs est la phospholipase A2 cytosolique (CPLA2) qui 
necessite une translocation vers la membrane perinucleaire pour augmenter son activite 
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(PETERS-GOLDEN et BROCK, 2001). Une fois l'acide arachidonique (AA) liberee des 
phospholipides membranaires, particulierement ceux de la membrane perinucleaire, l'AA lie 
l'enzyme «5-lipoxygenase activating protein (FLAP)» presente dans la membrane perinucleaire. 
En fait, FLAP est essentielle a 1'interaction entre le substrat (AA) et son enzyme 5-lypoxygenase 
(5-LO). L'action de 5-LO, qui transloque du nucleoplasme ou du cytoplasme d'une facon 
calcium-dependante vers la membrane perinucleaire interne ou externe une fois activee par 
divers stimuli, est de catalyser deux reactions une a la suite de l'autre: la conversion de AA en 5-
hydroperoxyeicosatetraenoic acid (5-HPETE) par l'insertion de l'oxygene (02) et la conversion 
de 5-HPETE en LTA4 par deshydratation. L'intermediaire 5-HPETE est tres instable et peut 
aussi etre rapidement modifie en 5-hydroxyeicosatetraenoic acid (5-HETE) par les peroxidases. 
5-HETE peut ensuite etre metabolise en 5-oxo-eicosatetraenoic acid (5-oxo-ETE) par l'enzyme 
5-hydroxyeicosanoid dehydrogenase (5-HEDH). L'etape de la synthese de LTA4, qui a une tres 
courte demi-vie, est le point de convergence des deux classes de leucotrienes : LTB4 et les 
cysLTs (KANAOKA et BOYCE, 2004, PETERS-GOLDEN et BROCK, 2001). 
La synthese de LTB4 requiere l'enzyme LTA4 hydrolase (LTA4H), tandis que la synthese des 
cysLTs necessite la conjugaison de LTA4 avec le glutathionne reduit (GSH) pour d'abord former 
le LTC4 via l'enzyme microsomale LTC4 synthase (LTC4S) ou possiblement via d'autres 
enzymes microsomales comme mGST2 et mGST3. L'enzyme LTC4S, tout comme FLAP (et 
PLA2 et 5-LO apres leur translocation), est situee dans la membrane perinucleaire mais plus 
precisement sur la membrane externe seulement. Une fois LTC4 forme, il peut etre exporte dans 
le milieu extracellulaire d'une facon energie-dependante par le transporteur MRP-1 (multi 
resistance protein 1) pour ensuite former LTD4 via le clivage du residus acide glutamique du 
GSH avec l'aide des enzymes y-glutamyl transpeptidase (y-GT) ou y-ghitamyl leucotrienase (y-
GL). LTD4 peut fmalement etre change en LTE4 via l'enzyme dipeptidase qui clive le residu 
glycine du GSH. Bref, la synthese des cysLTs est particuliere etant donne qu'ils sont produits 
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rapidement via leur substrat membranaire (AA) par rapport a d'autres mediateurs preformes et 
entreposes dans des granules (ex: histamine) ou d'autres necessitant la transcription et la 
traduction de leur ARNm apres stimulus (ex : cytokines) (KANAOKA et BOYCE, 2004, 
PETERS-GOLDEN et BROCK, 2001, SOBERMAN et CHRISTMAS, 2003). La synthese des 
leucotrienes est une question de secondes ou de minutes (PETERS-GOLDEN et ah, 2005). 
2.2.3 Biosynthese transcellulaire 
La synthese des leucotrienes peut quand meme avoir lieu chez des cellules n'ayant pas toute la 
machinerie enzymatique necessaire. Par exemple, les plaquettes et les cellules endothelials 
n'expriment pas suffisant d'enzyme 5-LO et de proteine FLAP necessaire a la formation de 
LTA4. Cependant, puisqu'elles ont la machinerie enzymatique pour changer LTA4 en LTC4 via 
la LTC4S (ou d'autres comme mGST2), il a ete demontre qu'elles peuvent capter le LTA4 
provenant d'une autre source cellulaire comme par exemples les neutrophiles pour ensuite le 
changer en cysLTs. Les neutrophiles expriment la 5-LO et FLAP mais n'ont pas suffisamment 
de LTC4S pour produire du LTC4. Ainsi, ce procede peut aider a expliquer les fortes 
concentration de cysLTs parfois rencontrees dans un environnement donne (CAPRA et ah, 
2007, PETERS-GOLDEN et HENDERSON, 2007). 
2.2.4 Catabolisme 
La perte d'activite biologique des cysLTs est d'abord reliee a la conversion de LTC4 et LTD4 en 
LTE4, un mediateur avec mo ins beaucoup moins d'affinite pour les recepteurs et retrouve dans 
les urines. Aussi, trois voies peuvent co-exister. La premiere est la conversion de LTE4 en 
derives N-acetyles qui sont aussi retrouves dans l'urine. La deuxieme est la reaction des cysLTs 
avec l'acide hypochlorique pour former des sulfoxides et LTB4. Enfin, les cysLTs peuvent etre 
tronques via la in-oxidation et (3-elimination. In vivo, les cysLTs ont une demi-vie en terme de 
secondes ou minutes (CAPRA et ah, 2007). 
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2.3 Recepteurs 
Originalement identifies selon leur sensibilite variable aux antagonistes «classiques» comme 
Montelukast, Zafirlukast, Pranlukast, Pobilukast et MK571, ce n'est que lorsque leur clonage a 
ete reussi chez Phumain (1999, 2000) que ces donnes pharmacologiques ont pu etre confirmees 
(LYNCH et al, 1999, NOTHACKER et al, 2000, SARAU et al, 1999, TAKASAKI et al, 
2000). Les actions biologiques des cysteinyl-leucotrienes sont done produites via des interactions 
avec ces recepteurs membranaires couples aux proteines G (GPCR) de la famille de la 
rhodopsine dans le cluster des recepteurs purinergiques (groupe), e'est-a-dire les recepteurs des 
cysteinyl-leucotrienes (CysLTRs): CysLTl, sensible aux antagonistes «classiques», et CysLT2, 
insensible. Le groupe a lequel appartient les CysLTRs contient entre autre des recepteurs 
orphelins, les recepteurs purinergiques/pyrimidinergiques P2Ys, les recepteurs F2Rs et le 
recepteur PAFR. Les CysLTRs (voir Tableau 1) sont des recepteurs composes de 7 domaines 
transmembranaires, 3 boucles intracellulaires, 3 boucles extracellaires, une queue N-terminale 
extracellulaire et une queue C-terminale intracellulaire (CAPRA, 2004, CAPRA et al, 2007). 
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2.3.1 Cysteinyl leukotriene receptor 1 (CysLTl) 
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Chez l'humain, le gene de CysLTl est situe sur le chromosome X (Xql3-Xq21), contient 4 
introns et 5 exons variablement episses et un promoteur sans boite TATA avec plusieurs sites 
d'initiation de la transcription. La proteine est composee de 337 acides amines et a un poids 
moleculaire calcule de 38 kD (poids moleculaire de migration entre 30 et 42kD en monomere). 
Jusqu'a maintenant, 4 transcrits differents ont ete identifies mais leurs roles biologiques sont 
encore mal compris. Fait interessant, la region codante se retrouve uniquement dans l'exon 5 et 
n'est pas interrompue par un intron (CAPRA et al, 2007, WOSZCZEK et al, 2005). Chez les 
cellules exprimant CysLTl, l'ordre l'affinite et de puissance de ses agonistes est LTD4> 
LTC4»LTE4. Plus precisement, chez des cellules HEK-293T exprimant le recepteur CysLTl 
par transfection, les EC50 de 1'activation du flux calcique ont ete calcule comme suit: 2,5 nM 
pour LTD4, 24nM pour LTC4 et 240 nM pour LTE4. Les antagonistes specifiques a CysLTl sont 
les antagonistes «classiques» nommes ci-haut (BACK, 2002, CAPRA et al, 2007). Pour ce qui 
est de 1'expression de CysLTl (un bref apercu), il a ete montre comme etant fortement exprime 
dans la rate et les leucocytes peripheriques sanguins et moyennement exprime dans les poumons, 
le petit intestin, la veine saphene et le placenta. Au niveau du foie, du colon, des reins, des 
muscles squelettiques, du thymus, des ovaires, des testicules, du coeur et du cerveau (sauf en cas 
de trauma ou tumeur), son expression etait soit faible ou absente (EVANS, 2002, KANAOKA et 
BOYCE, 2004). Plus specifiquement au niveau des poumons, CysLTl a ete observe chez les 
cellules musculaires lisses bronchiques, les macrophages interstiels, les fibroblastes bronchiques 
et faiblement sur les cellules epitheliales. D'autres cellules pouvant resider dans les poumons 
comme les mastocytes et plasmocytes expriment aussi CysLTl (CAPRA, 2004, HUI et FUNK, 
2002). Au niveau des leucocytes peripheriques sanguins (certaines pouvant infiltrer les poumons 
en cas d'inflammation), CysLTl a ete observe chez les monocytes/macrophages, les 
eosinophiles, les lymphocytes B, les lymphocytes T CD4+, les cellules dendritiques, les cellules 
pregranulocytiques CD34+, les basophiles et les neutrophiles (EVANS, 2002, KANAOKA et 
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BOYCE, 2004). Enfin, CysLTl contient 4 sites potentiels de N-glycosylations (un dans la queue 
N-terminale, deux dans la 2e et un dans la 3e boucle extracellulaire) et plusieurs sites de 
phosphorylation par PKA et PKC (dans la 3e boucle intracellulaire et dans la queue C-terminale) 
(CAPRA era/., 2007). 
2.3.2 Cysteinyl leukotriene receptor 2 (CysLT2) 
Chez l'humain, le gene de CysLT2 est situe sur le chromosome 13 (13ql4.12-q21.1) pres d'un 
marqueur qui a ete associe a l'asthme allergique, contient 5 introns et 6 exons variablement 
episses et un promoteur sans boite TATA avec plusieurs site d'initiation de la transcription. Pour 
ce qui est de sa proteine, elle est composee de 346 acides amines avec un poids moleculaire de 
58 kD en migration. Jusqu'a maintenant, 8 differents transcrits ont ete identifies mais tout 
comme CysLTl, leurs roles biologiques sont encore mal compris (CAPRA et al, 2007, 
WOSZCZEK et al, 2007). L'homologie entre CysLTl et CysLT2 est seulement de 38% avec 
une tres faible homologie dans la region C-terminale. Chez les cellules exprimant CysLT2, 
l'ordre d'affinite et de puissance de ses agonistes est LTD4=LTC4»LTE4 (CAPRA, 2004). Plus 
precisement, chez les cellules HEK-293T exprimant le recepteur CysLT2 par transfection, les 
EC50 de 1'activation du flux calcique ont ete calcule comme suit: 4,4 nM pour le LTD4, 8,9 nM 
pour le LTC4 et 293 nM pour le LTE4. Contrairement a CysLTl, aucun antagoniste specifique 
n'est connu pour 1'instant mais il existe un antagoniste non specifique pour CysLTl et CysLT2 
nomme BAYu9773 (CAPRA et al, 2007). Au niveau de son expression (un bref apercu), elle 
semble etre a la fois redondante et distinctive par rapport a CysLTl. En effet, contrairement a 
CysLTl, CysLT2 est exprime au niveau du coeur, du cerveau, des glandes surrenales et est 
exprime a la surface des cellules HUVECs. Cependant, tout comme CysLTl, CysLT2 est present 
dans les leucocytes peripheriques sanguins, la rate, la veine saphene, le placenta, le petit intestin 
etc... (EVANS, 2002, KANAOKA et BOYCE, 2004). Plus precisement au niveau des poumons, 
24 
CysLT2 est fortement exprime par les macrophages interstiels et faiblement par les cellules 
musculaires lisses bronchiques. De plus, les cellules epitheliales A549 derivant d'un 
adenocarcinome pulmonaire expriment seulement CysLT2. Tout comme CysLTl, CysLT2 est 
aussi present sur les mastocytes (CAPRA, 2004, CAPRA et al, 2007, HUI et FUNK, 2002). Au 
niveau des leucocytes peripheriques sanguins, CysLT2 est present sensiblement sur les memes 
cellules que CysLTl mais notons que son expression est tres elevee sur les eosinophils. 
Contrairement a CysLTl, CysLT2 n'est pas present sur les lignees cellulaires non differenciees 
ou differenciees HL-60 et U937 (EVANS, 2002, KANAOKA et BOYCE, 2004). Enfin, tout 
comme CysLTl, CysLT2 possede 4 sites de potentiels de N-glycosylation (trois dans la queue 
N-terminale et un dans la 2e boucle extracellulaire) et plusieurs sites de phosphorylation par 
PKA et PKC (dans la 3e boucle intracellulaire et dans la queue C-terminale) (CAPRA et al, 
2007). 
2.3.3 GPR17 
Nouvellement identifie comme un recepteur dualistique entre les cysteinyl-leucotrienes et le 
systeme purinergique, l'ancien recepteur orphelin GPR17 est situe sur le chromosome 2 (2q21), 
fait 339 acides amines et un poids moleculaire de 38kD. L'ordre de puissance des ligands chez 
les cellules 1321N1 transferees avec GPR17 pour l'activation du flux calcique et l'inhibition de 
l'adenylyl cyclase (GPR17 est couple a GO est LTC4> LTD4»LTE4 et UDP=UDP-
galactose>UDP-glucose respectivement. De plus, les antagonistes de CysLTl Montelukast et 
Pranlukast peuvent empecher l'activation de GPR17 autarit par les cysLTs que par les UDP. 
L'expression de GPR17 a ete montree a des endroits pouvant facilement subir des dommages 
ischemiques comme le cerveau, les reins et le coeur. II a aussi ete observe chez les cellules 
HUVECs et MCF7, faiblement dans le foie et les poumons, mais pas chez les cellules 
mononucleates peripheriques sanguines, les cellules musculaires lisses, U-937, HeLa et bien 
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d'autres. Pour l'instant, ses fonctions sont mal connues mais il semblerait etre implique dans 
1'inflammation et les dommages ischemiques (CIANA et ah, 2006, LECCA et ah, 2008). 
2.3.4 Autres 
En plus de CysLTl, CysLT2 et GPR17, quelques observations dans la litterature laissent croire 
qu'il pourrait bien y avoir un (ou des) recepteur(s) supplementaire(s). Par exemple, la contraction 
induite par LTC4 dans les arteres pulmonaires humaine est resistante a la fois aux antagonistes 
MK571 (CysLTl) et au BAYu9773 (CysLTl et CysLT2) (BACK et ah, 2000, WALCH et ah, 
2002). De plus, des essais de liaison sur le parenchyme pulmonaire humain ont montre que LTC4 
semble avoir un site de liaison distinct de celui de LTD4 (CAPRA et ah, 1998) et chez les 
eosinophils, la relache de IL-4 par LTC4 est lOx superieure a celle induite par LTD4 et n'est pas 
inhibe par MK571 ou BAYu9773 (BANDEIRA-MELO et ah, 2002). Enfin, toujours dans 
1'etude chez les eosinophils, les ligands UDP ou UTP ne semble pas avoir d'effet sur ce 
«nouveau» recepteur. II sera done important dans le futur de determiner si oui ou non d'autres 
recepteurs existent ou encore si ces observations sont le resultat de dimerisation des CysLTRs 
(voir plus loin). 
2.3.5 Immunomodulation 
Figure 5 : Interactions entre les leucotrienes et cytokines (immunomodulation) (PETERS-
GOLDEN et HENDERSON, 2007) 
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II est maintenant bien connu qu'il existe des interactions complexes entre le systeme 
leucotrienes/CysLTRs et les cytokines (voir Figure 5). En fait, les leucotrienes peuvent induire la 
synthese et la relache de plusieurs cytokines chez plusieurs types cellulaires et inversement, les 
cytokines peuvent aussi affecter la reponse cellulaire face aux leucotrienes en modulant 
l'expression des CysLTRs chez divers types cellulaires (ROLA-PLESZCZYNSKI et 
STANKOVA, 2007). Notons par exemple l'induction de IL-8 par LTD4 chez les cellules 
dendritiques via CysLTl (THOMPSON et al, 2006) et par LTC4/CysLT2 chez les cellules 
HUVECs (THOMPSON et al, 2008). En accord avec Pimportance de 1'inflammation de type 
Th2 dans certaines pathologies impliquant les cys-leucotrienes (ex: asthme), les CysLTRs sont la 
plupart du temps modules a la hausse par des cytokines de type Th2 au lieu du type Thl 
(ROLA-PLESZCZYNSKI et STANKOVA, 2007). Notons par exemple 1'augmentation de 
l'expression de CysLTl chez des fibroblastes bronchiques par IL-13 (CHIBANA et al, 2003), 
chez les eosinophils par IL-5 (THIVIERGE et al., 2000) et chez des monocytes/macrophages 
par IL-4 et IL-13 (THIVIERGE et al, 2001). De plus, IL-4 est capable d'augmenter 
l'expression de CysLT2 chez les mastocytes (EARLY et al, 2007). Cependant, certaines 
exceptions existent comme par exemple 1'augmentation de l'expression de CysLT2 par INFy 
chez les cellules endothelials (WOSZCZEK et al, 2007) et les eosinophils (FUJII et al, 
2005). Bref, la reponse cellulaire face aux cysLTs est dependante de l'environnement local et est 
sujette a une fine regulation. 
2.3.6 Localisation perinucleaire 
Initialement decrit comme localise uniquement au niveau de la membrane plasmatique, les 
CysLTRs pourraient bien etre egalement localise sur la membrane perinucleaire comme certains 
autres GPCRs (ex :EP3) (BHATTACHARYA et al, 1999). Par exemple, CysLTl (NIELSEN et 
al, 2005) et CysLT2 (MAGNUSSON et al, 2007) ont ete localise sur la membrane 
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perinucleaire des cellules de cancer colorectal et CysLTl est capable d'etre transloque de la 
membrane plasmatique au noyau par une exposition prolongee a LTD4 chez des cellules 
epitheliales intestinales non cancereuses. D'ailleurs, une sequence NLS de la queue C-terminale 
de CysLTl est essentielle a sa translocation au noyau (NIELSEN et al, 2005). De plus, CysLTl 
et CysLT2 ont ete observe sur la membrane perinucleaire d'une lignee de mastocytes humaines 
(LAD2) (JIANG et al, 2007). Evidemment, il sera important dans le futur de determiner les 
fonctions, differentes ou non, de ces recepteurs nucleaires par rapport a ceux localises a la 
membrane plasmatique. 
2.3.7 Formation d'homo- ou heterodimeres 
Plusieurs GPCR sont maintenant reconnus comme etant capable de faire des homo- ou 
heterodimeres (MILLIGAN et al, 2003). Quelques evidences dans la litterature laissent deja 
entrevoir cette possibilite pour les CysLTRs comme par exemple 1'observation de dimeres et 
d'oligomeres de CysLTl en wertern blot chez les cellules PBLs ou U937 (FIGUEROA et al, 
2001) et 1'observation d'heterodimeres CysLTl/CysLT2 sur la membrane perinucleaire des 
cellules LAD2 (JIANG et al, 2007). II sera interessant dans le futur de determiner si les 
CysLTRs ont reellement cette capacite et si oui, determiner 1'impact biologique et 
pharmacologique. 
2.4 Transduction du signal 
La transduction du signal des CysLTRs est tres complexe et il est impossible de tirer des 
conclusions definitives. Cette complexite vient d'abord du fait que le type de proteines G 
couplees aux recepteurs CysLTl et CysLT2 est variable selon le type cellulaire et si nous 
sommes en presence d'un systeme recombinant (cellules transferees avec un CysLTl ou 
CysLT2) ou natif (lignee cellulaire ou cellule primaire). En effet, dans les systemes 
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recombinants, il semblerait que CysLTl et CysLT2 sont presque toujours couples a Gaq/i 1 tandis 
que dans les systemes natifs ils peuvent etre couples a Gaq/t i et/ou Gaj/0 (ROVATI et CAPRA, 
2007). Par exemple, la relache de calcium intracellulaire par LTD4 chez les cellules HEK-293T 
exprimant le recepteur CysLTl apres transfection (systeme recombinant; HEKLT1) a ete 
montree comme etant PTX-insensible ce qui laisse croire que dans ce modele CysLTl n'est pas 
couple a Gcii/o mais bien a Gaq/n (LYNCH et al, 1999). Par contre, la relache de calcium et la 
reponse chimiotactique des monocytes humains (systeme natif) via CysLTl semble etre 
dependante de Ga;/0 (PTX-sensible) (WOSZCZEK et al, 2008) tandis que chez la lignee 
monocytaire U937 (systeme natif) la relache de calcium intracellulaire par CysLTl est a la fois 
reliee a Gaj/0 et Gaq/n (CAPRA et al, 2004). Pour ce qui est de CysLT2, 1'activation du flux 
chlorique calcium-dependant par LTC4 chez des ovocytes de Xenopus transfectes avec CysLT2 
(systeme recombinant) (HEISE et al, 2000) tout comme l'activation du flux calcique chez les 
HUVECs est insensible a PTX (lie a Gaq/n et non a Gai/o) (ROVATI et CAPRA, 2007). D'un 
autre cote, la signalisation induite par CysLT2 chez les mastocytes humain (systeme natif) a ete 
montre comme etant couple aveq Gai/0 (MELLOR et al, 2003). Pour ce qui est de GPR17, 
jusqu'a maintenant il a seulement ete observe comme etant couple avec Gaj/0 (CIANA et al, 
2006). 
2.4.1 via CvsLTl 
Les voies de signalisation induite par la liaison des cysLTs a CysLTl peuvent impliquer 
differents seconds messagers et activer differents facteurs de transcription selon le contexte 
cellulaire. En general, CysLTl a ete montre comme etant capable (selon les differents contextes) 
d'activer la voie PLC/PIP2/DAG,InsP3/relache de Ca2+ intracellulaire, d'activer des petites 
proteines G comme Ras, Rac et RhoA, les MAPK, les PKCs et la PI3K. Les facteurs de 
transcription ay ant ete montres comme activables par CysLTl sont majoritairement AP-1, 
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NFKB, NF-IL6 (C/EBP) (CAPRA et al, 2007, ROVATI et CAPRA, 2007) et tout recemment, 
les STATs (PROFITA et al, 2008). Par exemple, l'activation du promoteur de IL-8 induit par 
LTD4 chez les HEKLT1 a ete montree comme impliquant AP-1 et NFKB. Dans ce contexte, 
LTD4 est capable d'augmenter la liaison de AP-1 (c-fos/c-jun) et NFKB (p50/p65) au promoteur 
de IL-8 via entre autre 1'augmentation de la synthese de c-fos et c-jun (ARNm) et la 
phosphorylation de c-jun pour AP-1, et la phosphorylation de IKBA et de p65 pour NFKB 
(THOMPSON et al, 2006). Par ailleurs, l'induction de l'expression de la furine par LTD4 via 
CysLTl chez les cellules THP-1 et Monomac-1 necessite les MAPK Mek-1 (en amont de Erk), 
p38 et Jnk et l'activation de son promoteur necessite partiellement AP-1 (c-fos/c-jun) chez les 
cellules HEKLT1 (THOMPSON et al, 2008). De nombreux autres exemples existent, comme la 
migration des cellules epitheliales intestinales qui est PI3K et Rac dependante (PARUCHURI et 
al, 2005), l'activation de Erkl/2 chez les dU937 qui implique la voie PLC/InsP3/Ca2+/Ras 
(CAPRA et al, 2004), l'activation de Erkl/2 chez les THP-1 qui implique la voie PKC/Raf-1 
(HOSHINO et al, 1998) et la proliferation des cellules mesengiales renales qui necessite 
l'activation de Erk et p38 d'une facon PKC et PI3K dependante (MCMAHON et al, 2000). 
Tout recemment, LTD4 a ete montre pour la premiere fois comme etant capable d'activer STAT1 
chez des cellules epitheliales bronchiques exprimant CysLTl d'une facon stable via sa 
phosphorylation par Erkl/2 active prealablement par PKC (PROFITA et al, 2008). De plus, des 
observations non publiees de notre laboratoire ont deja montre que LTD4 etait capable 
d'augmenter la translocation au noyau de STAT3 chez des monocytes humains. Au meilleur de 
mes connaissances, aucune etude n'a encore demontre l'activation du facteur de transcription 
Spl par les CysLTRs. 
2.4.2 via CvsLT2 
Par rapport a CysLTl, les voies de signalisation et facteurs de transcription utilises par CysLT2 
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sont beaucoup mo ins connus mais quelques donnees sont disponibles. Par exemple, 1'activation 
du promoteur de IL-8 par LTC4 dans des cellules HEK293 exprimant d'une facon stable CysLT2 
(HEKLT2) a ete montree comme impliquant AP-1, NFKB et partiellement NF-IL-6 (C/EBP). 
Dans ce contexte, LTC4 est capable d'augmenter la liaison de AP-1 (c-fos/c-jun) au promoteur de 
l'IL-8 via entre autre la phosphorylation de c-jun d'une facon PKCS-dependante et JNK-
independante (meme si JNK est active). Pour NFKB, LTC4 est capable d'induire la 
phosphorylation de IKBA et p65 d'une facon PKCe-dependante (THOMPSON et al, 2008). Par 
ailleurs, des cellules HUVECs stimulees par LTC4 sont capables d'augmenter leur production de 
Egrl, Egr2, Egr3 et COX-2 d'une via la voie PLCp7InsP3 (UZONYI et al, 2006). 
2.4.3 Les proteines G 
Puisqu'ils sont des GPCR, la transduction du signal commence avec la liaison du cysteinyl-
leucotrienes qui induit un changement de conformation du CysLTR pour mener a l'echange du 
groupe GDP de la petite sous-unite pour un groupe GTP (MCCUDDEN et al, 2005). Ensuite, la 
petite sous-unite -GTP peut se detacher de la grosse sous-unite et du recepteur et les deux sous-
unites peuvent agir comme seconds messagers. La sous-unite reste attachee au recepteur (a la 
membrane) pendant tout ce temps. En general, l'activation de proteines Ga,/o via la petite sous-
unite aj/o-GTP inhibe l'adenylyl cyclasse (isoformes 1, 2, 3, 5, 6) et peut activer les Src tyrosines 
kinases tandis que l'activation de proteines Gaq/n via aq/n-GTP active la phospholipase CB et 
peut activer les tyrosine kinases de Bruton (Btk). L'activation des deux type de proteines G 
(particulierement Ga;/0) peuvent egalement avoir des effets via leur grosse sous-unite ; activation 
de la phospholipase CB, inhibition (isoforme 1, 5 et 6) ou activation (isoforme 2, 4 et 7) de 
l'adenylyl cyclase, l'activation de la PI3K, l'activation de guanine nucleotide exchange factors 
(GEFs) et differents effets sur des canaux potassique et calciques. L'activation de la 
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phospholipase C par aq/n-GTP se fait via la partie C-terminale de PLC tandis que l'activation 
par un domaine PH se fait via la partie N-terminal de PLC. Une fois PLC activee, elle est 
capable de cliver le phosphatidylinositol 4,5 diphosphate (PIP2) en deux nouveaux seconds 
messagers : diacylglycerol (DAG) qui reste accroche a la membrane et l'inositol 1,4,5-
triphosphate (InsPs) qui est libre dans le cytosol. DAG peut activer des proteines kinase C (PKC) 
tandis que InsP3 peut Her son recepteur sur le reticulum endoplasmique pour provoquer la 
relache de calcium intracellulaire. L'activation de phosphoinositide 3-kinase (PI3K-IB;) par la 
sous-unite resulte en la phosphorylation de PIP2 en phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 
(PIP3). PIP3 reste accroche a la membrane et peut etre reconnue par des proteines avec un 
domaine PH comme par exemple PKB (Akt), PKC, PLC, des GEFs, PDK-1 et Btk (GUTKIND, 
2000, LANDRY et al, 2006). 
2.4.4 Les petites proteines G 
Les petites proteines G (Small GTPase protein) sont composees de 5 families : Ras, Rho (Rho, 
Rac, Cdc42), Rab, Arf/Sar, Ran. Ces proteines sont des monomeres liant GDP lorsqu'elles sont 
inactives et GTP lorsqu'elles sont actives. Pour etre activees, elles doivent interagir avec les 
GEFs. Les GEFs sont des proteines adaptatrices cytosoliques sans activite enzymatique et 
incluent par exemple les RasGEFs (ex: Sosl/2, GRF1/2) et les RhoGEFs (ex:pll5RhoGef, 
Vav). L'activation des GEFs peut se faire via des domaines SH2 (tyrosine phosphorylee), via 
leur domaine PH liant PIP3 ou la sous-unite et d'autres types de proteines G. Dans le contexte 
des proteines Ga;/0 ou Gaq/n, l'activation via PIP3 est particulierement importante. Une fois les 
GEFs activees, elles peuvent interagir et activer specifiquement leur petite proteine G en 
favorisant l'echange du groupement GTP vers un groupement GDP. Les petites proteines G 
activees ont plusieurs roles, mais notons particulierement l'activation de la voie de MAPKs en 
phosphorylant des MAPKKK (GUTKIND, 2000, LANDRY et al, 2006). 
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2.4.5 Les MAPKs 
Les mitogen-activated protein kinases (MAPKs) sont probablement le systeme de transduction 
du signal le plus etudie et sont impliques dans un grand nombre de processus cellulaire comme la 
proliferation, la differentiation, la migration, l'apoptose, la reponse au stress, etc... Le 
fonctionnement de cette voie est classiquement divise en trois etages de kinases : MAPK, MAPK 
kinase (MAPKK, MKK ou MEK), MAPKK kinase (MAPKKK ou MEKK). La transmission du 
signal est realisee par une phosphorylation sequentielle des differentes kinases (voir Figure 6). 
Les MAPKKK, une fois activees par phosphorylation (voir plus bas), activent les MAPKK via la 
phosphorylation de deux serines ou une serine et une threonine. Ensuite, les MAPKK peuvent 
activer les MAPKs via une phosphorylation de residu threonine ou tyrosine dans un motif T-X-
Y. La famille des MAPKs est divisee principalement en 3; Extracellular signal-regulated kinases 
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Figure 6 : Les voies des MAPKs 
Les differentes MAPKs peuvent etre activees d'une facon independante (ex : Erk active mais pas 
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JNK et p38) ou conjointement selon les kinases actives en amont, l'activite de differentes 
phosphatases, l'activite de certaines proteines chaperonnes, leur localisation intracellulaire et 
bien d'autres facteurs (RAMAN et al, 2007). Une fois actives, les MAPKs peuvent 
phosphoryler des cibles dans le cytoplasme ou transloquer au noyau pour phosphoryler entre 
autre des facteurs de transcription, des co-activateurs et de proteines nucleosomales. Leur 
phosphorylation cible toujours une serine ou un threonine (elle sont des serine/threonine kinases) 
qui est suivi d'une proline (TURJANSKI et al, 2007). Enfin, bien que la voie des MAPKs 
semble a premiere vue etre lineaire (MAPKKK MAPKKMAPK), un grand nombre de «cross-
talk» existe entre les differentes voies d'activation des differentes MAPKs tout comme avec 
d'autres voies de signalisation (ex : PKCs, PI3K). De plus, puisque plusieurs differentes 
MAPKKKs et MAPKKs existent, que chaque MAPKK peut etre active par plus d'une 
MAPKKK et que chaque MAPKKK peut etre active de plusieurs facons, la complexity de cette 
voie de signalisation est tres elevee (RAMAN et al, 2007, TURJANSKI et al, 2007). 
L'activation des MAPKs requierent souvent (mais pas toujours) l'activation de petites proteines 
G en amont comme par exemple Ras, RhoA et Rac. Par exemple, Ras est bien connu pour etre 
capable de phosphoryler la MAPKKK Raf-1 pour mener a l'activation de ERK via MEK1/2. 
Aussi, Rac et Cdc42 peuvent phosphoryler MEKK ou MLKs pour mener a l'activation de JNK 
via MEK4 ou MEK7 (CHANG et KARIN, 2001, KAMINSKA, 2005). 
2.4.5.1 ERKs 
II existe deux principaux membres des ERKs : Erkl et Erk2. La MAPKKK principale de la voie 
Erkl/2 est Raf-1 mais aussi Mos et Tpl2. Pour ce qui est des MAPKKs utilises pour activer Erk 
et Erk2, notons principalement MEK1 et/ou MEK2. Une fois Erkl ou Erk2 active et transloque 
au noyau, elles peuvent jouer sur la regulation genique en phosphorylant differents facteurs de 
transcription comme par exemple AP-1, Elk-1 (RAMAN et al, 2007) et les STATs (PROFITA 
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et al, 2008). Au niveau de AP-1, l'effet le mieux connu est 1'augmentation de la synthese de c-
fos. La synthese de c-fos peut etre par exemple du a la phosphorylation et activation de l'activite 
transcriptionnelle du complexe TCFs/Elkl qui peut lier les serum-response factors (SRFs) qui 
eux sont lies au serum-response element (SRE) dans le promoteur de c-fos. Dans une moindre 
mesure, la phosphorylation de c-fos sur les residus T325, 331 et S374 par Erk peut mener a 
Paugmentation de son activite transcriptionnelle et la stabilisation de son ARNm (HESS et al, 
2004). II existe aussi Erk3, Erk5, Erk7 mais ils ont des fonctions et regulations distinctes. 
(TURJANSKI era/., 2007) 
2.4.5.2 JNKs 
II existe trois membres des JNKs : Jnkl, Jnk2 et Jnk3. Les Jnkl et Jnk2 sont exprimes d'une 
facon ubiquitaire tandis que Jnk3 est principalement retrouve au niveau du cerveau, le coeur et 
les testicules. Les MAPKKKs de la voie des JNKs sont principalement MEKK1, 2, 3, 4 mais 
aussi les MLKs, Tpl2, les ASKs, les TAOs et TAK1. Pour ce qui est des MAPKKs pouvant 
activer les JNKs, les predominates sont MEK4 (MKK4, SEK1) et MEK7 (MKK7) (RAMAN 
et al, 2007, TURJANSKI et al, 2007). Une fois les JNKs activees, elles peuvent transloquer au 
noyau pour phosphoryler plusieurs facteurs de transcriptions comme par exemple AP-1, Elkl et 
NFAT. Au niveau de AP-1, leur effet le mieux connu est la phosphorylation de c-jun par Jnkl 
pour augmenter son activite transcriptionnelle et possiblement la stabilisation de son ARNm. 
Contrairement a Jnkl, Jnk2 est lie a c-jun en situation basale et augmente sa degradation via un 
mecanisme ubiquitine-dependant (HESS et al, 2004). 
2.4.5.3 p38 
II existe 4 isoformes de p38 : p38a, p38(3, p38y, p385. Les MAPKKKs de la voie des p38 sont 
principalement MEKK1,2,3,4, TAOs, TAK et ASKs. Les MAPKKs utilises pour activer les p38 
sont principalement MEK3 et MEK6 mais MEK4 peut egalement activer p38 (en plus de JNK) 
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dans certaines situations. MEK6 peut activer tous les isoformes tandis que MEK3 active 
seulement p38a, p38y, p385 et MEK6 active seulement p38ct. Tout comme ERK et JNK, p38 
peut modifier la regulation genique en transloquant au noyau et phosphoryler des facteurs de 
transcription comme AP-1, Elk-1 et MEF2 (HESS et al, 2004, KAMINSKA, 2005, 
TURJANSKI^a/,,2007). 
2.4.6 Les PKCs 
Les proteines kinases sont une famille de serine/threonine kinase jouant un role dans la 
transduction du signal de plusieurs processus comme par exemple la proliferation, la 
differentiation, l'apoptose et l'angiogenese. Les PKCs sont classes en trois groupes : les PKCs 
classiques (les cPKCs; PKCa, PKCpT, PKXpTI, PKCy), les nouvelles PKCs (les nPKCs; PKCa, 
PKCS, PKCe, PKCri et PKC6) et les PKCs atypiques (aPKCs; PKC£ et PKC^). Les PKCs 
classiques sont Ca +-dependante et peuvent etre actives par la phosphotidylserine (PS) ou DAG, 
les nouvelles PKCs sont Ca2+-independante et actives par PS ou DAG tandis que les PKCs 
9+ 
atypiques sont Ca -independante et leur activite peut etre regule par PS (ou d'autres comme par 
exemple ceramide, Ras et PI3K via PIP3) mais pas par DAG. Tous ces groupes peuvent aussi 
etre differents dans leur structure, leur distribution, leur localisation et leur specificite de 
substrat. Une fois actives, les PKCs peuvent a leur tour phosphoryler et activer plusieurs cibles 
(ex : MAPKs, IKK, les STATs, Spl, etc.). Au niveau des MAPKs, certains isoformes des PKCs 
peuvent par exemple activer la MAPKKK Raf-1 menant a 1'activation de Erkl/2. Bref, les PKCs 
peuvent active les MAPKs (ERK, JNK et/ou p38) en phosphorylant des kinases en amont ou les 
MAPKS directement (MACKAY et TWELVES, 2007, YANG et KAZANIETZ, 2003). 
2.4.7 PI3K 
L'action principale des PI3Ks, des kinases de lipides, est la generation de differents 
phosphoinositides qui sont d'importants seconds messagers. En reponse a divers stimuli, les 
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PI3Ks peuvent phosphoryler les phosphoinositides en position 3 de leur noyau inositol. Plusieurs 
produits peuvent etre formes par les differentes PI3Ks, mais notons particulierement le 
phosphatidylinositol 3,4,5 trisphosphate (PIP3) qui est genere a partir de phosphatidylinositol 4,5 
disphosphate (PIP2) comme mentionne plus haut (KOYASU, 2003). Les PI3Ks inclut 4 
classes selon leur structure, mode d'activation et specificite de substrat lipidique : IA, IB, II et 
III. Les classe IA et IB sont celles pouvant changer PIP2 en PIP3 et tout comme la classe II, elles 
contiennent un domaine pouvant Her et etre active par Ras. La classe IA est exprimee par toutes 
les cellules de mammiferes et puisqu'elle contient des domaines SH2, elle est activee 
preferentiellement par des recepteurs tyrosines kinase ou avec l'aide de tyrosine kinase comme 
Src-family kinase ou JAK. La classe IB est exprimee majoritairement chez les leucocytes et peut 
etre activee par la sous-unite des GPCRs (KOYASU, 2003, VANHAESEBROECK et 
WATERFIELD, 1999)^ Certaines cibles de l'activation de la PI3K sont par exemple Spl 
(WIERSTRA, 2008) et les MAPKs (KRASILNIKOV, 2000). 
2.5 Implications dans la pathophysiologic de 1'asthme 
Les cysLTs sont reconnus depuis longtemps pour leur effets bronchoconstricteurs et leur role 
dans la pathophysiologie de 1'asthme (AUSTEN, 2008). D'ailleurs, diverses etudes ont montre 
un lien entre l'atopie ou 1'asthme avec des polymorphismes du recepteur CysLTl ou CysLT2 
(ARRIBA-MENDEZ et al, 2006, HAO et al, 2006, SANZ et al, 2006, THOMPSON et al, 
2007, THOMPSON et al, 2003). De plus, des niveaux plus eleves de cysLTs ont ete demontres 
dans le liquide de lavage bronchoalveolaire (LLBA) (LAM et al, 1988, WENZEL et al, 1990) 
et les expectorations induites (MACFARLANE et al, 2000, PAVORD et al, 1999) de patients 
asthmatiques, tout comme une augmentation de 1'excretion urinaire de LTE4 (indiquant une 
elevation des cysLTs) lors d'exacerbations de 1'asthme (GREEN et al, 2004). Fait interessant, 
l'inhibiteur de la 5-LO Zileuton et des antagonistes specifiques au recepteur CysLTl (ex : 
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Montelukast) ont ete montres comme efficaces cliniquement dans le traitement de l'asthme 
(HOLGATE et POLOSA, 2008). Ces observations ne sont pas surprenantes lorsque Ton sait que 
la bronchoconstriction in vitro induite par 1 nM de LTC4 ou LTD4 est equivalent a 1000 nM 
d'histamine (DAHLEN et al, 1983) et que l'inhalation de LTD4 en aerosol produits des effets 
environ 1200x superieur a l'histamine comme agent bronchoconstricteur (DRAZEN, 1986). 
En plus de leur effet de bronchoconstriction, les cysLTs ont un role dans 1'initiation de 
1'inflammation des voies respiratoires in vivo via le recrutement de differents leucocytes 
effecteurs. Par exemple, 1'instillation de LTE4 endobronchique chez l'humain augmente le 
nombre d'eosinophils et de neutrophiles dans le LLBA (LAITINEN et al, 1993) et les cysLTs 
augmente la migration transendotheliale des cellules progenitrices CD34+ peripheriques 
(BAUTZ et al, 2001). D'ailleurs, la stimulation de cellules dendritiques ou THP-1 avec LTD4 
resulte en 1'augmentation de la synthese de la chimiokine IL-8 (importante pour le 
chimiotactisme de neutrophile) via CysLTl (THOMPSON et al, 2006), tout comme la 
stimulation de HUVECs par LTC4 via CysLT2 (THOMPSON et al, 2008). In vitro, le 
pretraitement des monocytes humains ou macrophages derives des monocytes avec IL-4 ou IL-
13 augmente 1'expression de CysLTl a leur surface ainsi que leur reponse chimiotactique a 
LTD4 (THIVIERGE et al, 2001). Un role dans le chimiotactisme des cellules dendritiques et 
des lymphocytes T a egalement ete montre (PETERS-GOLDEN et HENDERSON, 2007). Les 
cysLTs sont aussi bien connus pour augmenter la micropermeabilite vasculaire via leur effet de 
retraction sur l'endothelium des veinules post-capillaires bronchiques. De plus, ils peuvent 
augmenter la secretion de mucus via leur effet sur les cellules a goblet ainsi que de reduire sa 
clairance en diminuant l'activite des cils des cellules epitheliales (NICOSIA et al, 2001).-
Egalement, 1'activation/maturation/survie de certains types cellulaires peut etre augmente par 
ceux-ci. Par exemple, les cysLTs facilitent la maturation des cellules dendritiques de souris 
stimulees ex vivo par l'allergene Der f tandis que l'utilisation d'antagonistes specifiques a 
38 
CysLTl l'inhibe totalement (MACHIDA et al, 2004). L'activation des mastocytes par le 
«cross-link» de leur recepteur Fc causant la secretion de IL-5 et TNF-a est en partie dependante 
des cysLTs, tout comme leur capacite de proliferation. (KANAOKA et BOYCE, 2004). De plus, 
l'interaction entre les eosinophils et les cysLTs augmente leur differenciation, leur survie et leur 
activation/degranulation (BANDEIRA-MELO et WELLER, 2003). Recemment, LTD4 a aussi 
ete montre comme capable d'augmenter la production d'IgG et d'IgE chez des lymphocytes B 
humains actives par CD40 in vitro (LAMOUREUX et al, 2006). Enfin, les cysLTs auraient un 
role dans l'etat d'hyper-reactivite bronchique (CAPRA et al, 2007), un processus resultant 
d'une interaction entre differents mediateurs des voies respiratoires enflammees (ex : cysLTs, 
prostanoi'des, enzymes proteolytiques, kinines) et le remodelage (HOLGATE, 2008). 
2.6 Roles dans le remodelage 
En plus de leur role dans la pathophysiologic de l'asthme, les cysteinyl-leucotrienes sont de plus 
en plus mis en cause dans le processus de remodelage des voies respiratoires. Jusqu'a 
maintenant, (en plus de leur divers roles pro-inflammatoires facilitant le remodelage) des 
implications des cysLTs ont ete montres dans l'hyperplasie/hypertrophie des cellules 
musculaires lisses, l'hyperplasie des cellules a mucus et l'augmentation de la production de 
mucus, la fibrose sous-epitheliale et 1'accumulation de myofibroblastes (HOLGATE et al, 
2003). Par exemple, les cysLTs augmentent la proliferation de fibroblastes pulmonaires in vitro 
face a differents mitogenes et augmentent leur capacite de synthese de collagene. Au niveau de 
cellules musculaires lisses bronchiques, l'augmentation de 1'expression de CysLTl a leur surface 
via TGF-(3 et IL-13 a ete associee a une augmentation de leur proliferation en reponse a LTD4 
(ESPINOSA et al, 2003). De plus, le TGF-P induit par LTD4 via CysLTl chez des cellules 
epitheliales comme A549 et NHBE a mene a l'augmentation de la proliferation de cellules 
musculaires lisses bronchiques d'une facon TGF-(3-dependante (BOSSE et al, 2008). De plus, la 
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stimulation de 1'expression de la pro-proteine convertase furine chez des cellules THP-1 et 
monomac-1 par LTD4 ainsi que la maturation consequente de certain de ses substrats a mene a 
l'hypothese que les cysLTs pourrait etre impliques dans la bioactivation de plusieurs facteurs 
fibrogenique/angiogenique du remodelage des voies respiratoires (THOMPSON et al, 2008). 
Fait interessant, le groupe de Henderson a montre que 1'administration de Montelukast dans un 
modele d'asthme murin reduisait 1'infiltration eosinophilique, la secretion de mucus, 
l'hyperplasie de CMLs et la fibrose sous-epitheliale (HENDERSON et al, 2002). Ce meme 
groupe a part la suite montre avec le meme modele que non seulement il etait possible de 
prevenir certaines composantes du remodelage, mais aussi de les traiter (reversibilite) 
(HENDERSON et al, 2006). En fait, contrairement au traitement avec dexamethasone, 
Montelukast a ete en mesure de reduire l'hyperplasie de CMLs et la fibrose sous-epitheliale deja 
installee (1'infiltration d'eosinophils et la secretion de mucus etaient reversibles par les 2 
traitements individuellement). Finalement, une etude chez des asthmatiques a montre que 
1'administration de Montelukast prealablement a l'exposition a une faible dose d'allergene 
reduisait 1'augmentation des myofibroblastes visibles par biopsies bronchiques par rapport au 
placebo (KELLY et al, 2006). 
2.6.1. Au niveau de l'angiogenese 
Actuellement, au meilleur de mes connaissances, seulement deux etudes demontrent un possible 
lien entre les cysLTs et l'angiogenese. La premiere montre que LTC4peut stimuler l'angiogenese 
in vitro chez des cellules endothelials d'artere carotide bovine (KANAYASU et al, 1989), 
tandis que la deuxieme montre que LTC4 ou LTD4, mais pas LTB4, induit l'angiogenese in vivo 
dans un modele de membrane chorioallantoi'que de poulet d'une facon recepteur-dependante 
(TSOPANOGLOU et al, 1994). Cependant, aucun mecanisme precis d'induction de 
l'angiogenese n'a ete montre dans ces etudes. 
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2.7 Liens entre les cvsLTs et le VEGF 
Au meilleur de mes connaissances, il existe actuellement seulement 3 etudes montrant une 
possible implication des cysLTs dans la modulation du VEGF. Par exemple, autant chez des 
patients asthmatiques (KANAZAWA et al, 2004) qu'un modele d'asthme murin (LEE et al, 
2004), 1'administration d'un antagoniste specifique du recepteur CysLTl peut reduire les 
niveaux de VEGF et 1'extravasation plasmatique dans les voies respiratoires. Recemment, une 
etude portant sur la nephrotoxicite de la cyclosporine A (CsA) chez un modele de rat a montre 
que 1'administration de Montelukast conjointement a CsA pouvait reduire sa nephrotoxicite 
probablement via la diminution des niveaux de TGF-(3 et de VEGF renaux (ATAKAN et al, 
2008). Par contre, aucune de ces etudes n'a demontre les mecanismes precis d'interaction entre 
les cysLTs et la modulation du VEGF. 
Partie 3 : LE VEGF (VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR) 
3.1 Historique 
La molecule Vascular Endotheliale Growth Factor (VEGF) a ete decouverte suite a des 
recherches sur l'angiogenese et le cancer ou elle occupe d'ailleurs un role central. C'est 
premierement en 1968 que deux groupes independants ont demontre que des tumeurs relachaient 
un «facteur angiogenique diffusible)) (EHRMANN et KNOTH, 1968, GREENBLATT et 
SHUBI, 1968). Ensuite, en 1983 le groupe de Senger a reussi a purifier un facteur ayant la 
capacite d'augmenter la permeabilite vasculaire et de causer 1'accumulation d'ascites dans des 
tumeurs a partir d'une lignee cellulaire de carcinome (SENGER et al, 1983). lis ont appele ce 
facteur «Vascular Permeability Factor (VPF)». En 1989, le groupe de Ferrara a isole une 
proteine ayant une activite mitogenique envers les cellules endotheliales a partir d'un medium 
conditionne de cellules folliculaires d'hypophyse bovine. Du a l'activite mitogenique 
endothelium-specifique, ils ont nomme cette proteine «Vascular Endothelial Growth Factor 
41 
(VEGF)» (FERRARA et HENZEL, 1989). A la fin de 1989, le groupe de Ferrara (avec Leung) 
et le groupe de Connolly ont simultanement et respectivement rapporte le clonage et le 
sequencage des proteines VEGF (LEUNG et al, 1989) et VPF (CONNOLLY et al, 1989) qui, 
d'une facon surprenante, se sont averes etre les memes. Depuis ce temps, l'interet de la 
communaute scientifique envers le VEGF, tout comme nos connaissances de ses roles 
physiologiques ou pathologiques, ne cessent d'augmenter. Selon certains, elle pourrait meme 
devenir la «molecule de la decennie» (WALTERS et al, 2008). 
3.2 Famille du VEGF 
La famille du VEGF comporte sept glycoproteines secretees nominees: VEGF-A, VEGF-B, 
VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, Placental growth factor (PIGF) et VEGF-F. Tous ces membres 
sont sous la forme de dimere et partagent une structure commune de 8 residus cysteine places 
d'une facon caracteristique (formant la structure typique «cystine-knot») dans un domaine 
d'homologie VEGF. Les roles des membres de cette famille sont distincts ou redondants selon 
plusieurs facteurs comme par exemple les recepteurs et co-recepteurs qu'ils utilisent ou leur 
niveau d'expression selon le type cellulaire (OTROCK et al, 2007). 
3.2.1. VEGF-A 
Le VEGF-A (ou simplement VEGF) est le membre le plus etudie et le mieux connu de la grande 
famille du VEGF. Le VEGF est une proteine retrouvee sous forme d'homodimere d'environ 45-
46 kD (23 kD chaque monomere) assemblee d'une fafon antiparallele. Son gene est localise sur 
le chromosome 6 (6pl2-p21), est forme de 8 exons separes par 7 introns, fait environ 14 kB et 
son promoteur ne contient pas de boite TATA (BREEN, 2007, PAGES et POUYSSEGUR, 
2005). Son ARNm peut subir de l'epissage alternatif pour dormer plusieurs isoformes differents 
d'une facon tissu specifique. Jusqu'a maintenant, 7 variants ont ete identifies: VEGF-A206 
(isoforme 1), VEGF-Aigg (isoforme 2), VEGF-Ai83 (isofome 3), VEGF-A165 (isoforme 4), 
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VEGF-A145 (isoforme 5), VEGF-Ai2i (isoforme 6), VEGF-Ai65b (isoforme 7). Les exons 1 a 5 
sont commun a tous les isoformes du VEGF, tandis que les exons 6 a 8 sont differentiellement 
episses. Fait important, les differents variants ont des biodisponibilites differentes. En effet, les 
plus petits comme VEGF-A121 sont presque uniquement secretes librement (diffusible) dans le 
milieu extracellulaire, tandis que les plus gros comme VEGF-A206 sont fortement lies avec la 
matrice extracellulaire ou la surface cellulaire via leur interaction avec des proteoglycans 
contenant l'heparine (HOLMES et ZACHARY, 2005). Les gros isoformes peuvent etre liberes 
de la matrice extracellulaire ou de la surface cellulaire pour devenir diffusible via Faction 
d'enzyme comme l'heparinase ou l'activation de proteases comme la plasmine ou certaines 
metalloprotease (ex : MMP-9) qui agissent en clivant la partie C-terminale du VEGF (BREEN, 
2007, PARIKH et ELLIS, 2004). A propos du VEGF-A165, cet isoforme est situe environ a mi-
chemin, c'est-a-dire qu'il est a la fois diffusible et a la fois sequestre a la surface cellulaire et 
dans la matrice extracellulaire. VEGF-A165 est l'isoforme predominant en quantite et qui semble 
etre le plus important pour les fonctions biologiques du VEGF. D'un autre cote, les isoformes 
VEGF-A145 et VEGF-A183 sont relativement rares (FERRARA et al, 2003, HOLMES et 
ZACHARY, 2005). Tous ces variants sont capable de Her les recepteurs VEGFR1 et VEGFR2 
mais certains lient differemment les co-recepteurs. L'importance biologique de ces variants n'est 
pas encore bien comprise mais l'on sait que leurs fonctions distinctes ou redondantes pourraient 
etre reliees aux differences dans leur expression (parfois tissu specifique ou changeant selon les 
stimuli et conditions pathophysiologiques), leur biodisponibilite et leur liaison aux co-recepteurs 
neuropilines (FERRARA et al, 2003, ROBINSON et STRINGER, 2001). 
3.2.1.1 Profil d'expression 
Premierement, le VEGF est exprime par un tres grand nombre de cellules tumorales comme les 
cellules de l'adenocarcinome pulmonaire, du carcinome de la vessie, du cancer colorectal et les 
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cellules HL-60, les U937, etc. Dans les cellules non tumorales, il est present par exemple chez 
les monocytes, les macrophages, les keratinocytes, l'epithelium visceral glomerulaire et cellules 
mesengiales du rein, les hepatocytes, les cellules musculaires lisses, les cellules de Leydig, les 
fibroblastes, les chondrocytes, et bien d'autres (R&D, 2008). Plus specifiquement au niveau des 
poumons, le VEGF est exprime par les macrophages alveolaires, les eosinophils, les 
mastocytes, les lymphocytes T, l'epithelium, les cellules musculaires lisses, les myofibroblastes 
et les fibroblastes (HOSHINO et al, 2001, KAMIO et al, 2008). Son expression par les cellules 
endotheliales elles-memes est faible ou nulle sauf en condition hypoxique (LIU et al, 1995). 
3.2.1.2. Angiogenese et autres fonctions 
Premierement, il est important de distinguer les differents processus du developpement et 
maintient du systeme vasculaire. Chez l'embryon, les premieres ebauches du systeme vasculaire 
se forment par la vasculogenese, c'est-a-dire la differentiation et l'organisation de progeniteurs 
de cellules endotheliales (angioblastes) en un plexus primaire de capillaires (CARMELIET, 
2000). Chez Padulte, la croissance des vaisseaux sanguins se fait principalement par deux 
mecanismes : l'arteriogenese et 1'angiogenese. L'arteriogenese signifie le remodelage 
d'anastomoses arterio-arteriolaires preexistantes en arteres completement developpees et 
fonctionnelles. Pour ce qui est de l'angiogenese, il s'agit de la formation de nouveaux capillaires 




 Smooth muscle celis 
' or pericytes 
® ® ^ 
1. ProieolyBis oi ECM -*« LurneNn fornrvaJtion, maturation. ar*cf 
inhibition; of growth 
2. M»gratiort and ciiemotaxis 
S. incrt&as&d perir*eNat>i!ity through 
3. Proliferation gap® and tran&cyto&fs 
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Les facteurs declenchants ces processus sont bien differents : les forces de cisaillement (apres 
une stenose par exemple) sont le facteur majeur pour l'arteriogenese tandis que l'hypoxie est le 
facteur majeur pour l'angiogenese (bien qu'il y en existe bien d'autres pour chacun) (HEIL et 
al, 2006). D'une facon similaire a l'angiogenese, le developpement du reseau lymphatique se 
fait via la lymphangiogenese (CARMELIET, 2000). Deux mecanismes ont ete decris pour 
expliquer le fonctionnement de l'angiogenese : 1'intussusception et le bourgeonnement. 
L'intussusception est une alternative bien reelle mais peu comprise par rapport au 
bourgeonnement. En fait, ce phenomene augmente la densite capillaire en separant les vaisseaux 
preexistants. Pour ce faire, il y a formation et insertion de replies et colonnes de tissus interstiels 
dans la lumiere du vaisseau pour le diviser en capillaires distincts. Pour sa part, le 
bourgeonnement est le mecanisme classique et le plus etudie qui inclut plusieurs etapes 
sequentielles importantes (HEIL et al, 2006). D'abord, il y a augmentation de la permeabilite 
vasculaire qui cause 1'extravasation de proteines plasmatiques qui serviront de support a la 
migration des cellules endotheliales. Ensuite, il doit y avoir destabilisation des vaisseaux 
sanguins preexistants; les cellules endotheliales doivent perdent leur contact intercellulaire entre 
elles-memes et envers les cellules de support comme les pericytes. La matrice extracellulaire et 
la membrane basale doivent aussi etre degradees pour «liberer le chemin» pour les prochaines 
etapes. Ainsi, il peut y avoir «bourgeonnement» via la proliferation et migration des cellules 
endotheliales. Les cellules endotheliales formeront ensuite une «chaine solide» avant d'acquerir 
une lumiere pour former une structure en tube. Par la suite, il y a un phenomene de maturation 
qui implique une augmentation de la survie, une inhibition de la proliferation des cellules 
endotheliales et le recrutement de cellules de support comme les pericytes pour stabiliser le 
vaisseau naissant. Selon l'environnement present et le type de tissu, l'endothelium peut aussi se 
differencier avec des caracteristiques accommodant la physiologie locale requise. Par exemple, 
l'endothelium de glandes endocrines est implique dans beaucoup d'echange de particules et doit 
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etre discontinue et fenestre (CARMELIET, 2000, HEIL et al, 2006, PATHO). Toutes ces 
etapes sont sous le controle d'un grand nombre de mediateurs. En fait, l'angiogenese est un 
phenomene physiologique complexe et strictement regule resultant de la balance entre des 
facteurs pro-angiogeniques et des facteurs angiostatiques. Les facteurs pro-angiogeniques 
peuvent inclure des ligands de recepteurs tyrosines kinases presents sur les cellules endotheliales 
comme certains membres de la grande famille du VEGF et l'angiopoietine-1 et -2 (en presence 
d'une grande quantite de VEGF), de nombreux facteurs de croissance comme le bFGF, EGF, 
HGF, PDGF, des interactions entre EphrinB2-EphB4, la voie du Delta-Notch et certaines 
integrines. D'autres mediateurs sont aussi impliques comme l'angiogenine, des metalloproteases, 
des cytokines, des chimiokines comme l'IL-8 et MCP-1. Les facteurs angiostatiques sont par 
exemple l'endostatine, angiopoietine-2 (en presence d'une faible quantite de VEGF), 
l'angiostatine, la constatine, la tumstatine , l'arresten, la thrombospondine-1, BMP4 et la 
chondromoduline (CARMELIET, 2005, FERRARA et KERBEL, 2005, OTROCK et al, 2007). 
Jusqu'a maintenant, le VEGF est le plus puissant facteur pro-angiogenique connu. En fait, il est 
implique dans presque toutes les phases de l'angiogenese comme par exemple la proliferation, la 
degradation de la membrane basale, la migration, la formation de structures en tube, 
l'augmentation de la survie et l'activation des cellules endotheliales (OTROCK et al., 2007). 
Son role pro-angiogenique est reconnu autant pour l'angiogenese physiologique, inflammatoire 
et/ou tumorale. Par exemple, il est implique dans les processus de guerison tissulaire, de 
menstruation et de grossesse mais il joue egalement un role de support a la croissance ou a la 
metastase de presque tous les types de tumeurs solide (ex : colorectal) et de quelques types de 
tumeurs hematologiques. En situation inflammatoire, le VEGF peut contribuer a l'angiogenese 
comme dans le cas du psoriasis, l'atherosclerose, l'arthrite rhumatoi'de, la nephropathie 
diabetique et de l'asthme (BREEN, 2007, PARIKH et ELLIS, 2004). Son role physiologique est 
clairement demontre par le fait que des souris knock out homozygotes ou heterozygotes de 
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VEGF-A meurent au stade de l'embryon a cause de malformations vasculaires et de defauts 
cardiovasculaires (CARMELIET et al, 1996). 
Le VEGF-A est aussi associe a la vasculogenese et peut causer 1'augmentation de la permeabilite 
vasculaire, la vasodilatation vasculaire et favoriser la coagulation (ROY et al, 2006). Ensuite, 
meme si les etudes sur le VEGF-A ont largement ciblees 1'endothelium, le VEGF a d'autres 
roles moins connus pouvant etre expliques par la presence de ses recepteurs sur d'autres types 
cellulaires. Par exemple, il y a la mobilisation de cellules souches hematopoietiques, la 
chimiotaxie de monocytes, la formation osseuse via les osteoblastes, la proliferation des cellules 
epitheliales pigmentales de la retine, la proliferation des cellules de Schwann, la proliferation et 
migration des cellules musculaires lisses vasculaires et des effets neuroprotecteurs sur les 
neurones moteurs en hypoxie (OTROCK et al, 2007, ROY et al, 2006). Finalement, chez un 
rnodele de souris transgenique pour VEGF 165 exprime specifiquement aux poumons, le VEGF 
peut induire un phenotype «asthma-like» avec inflammation de type Th2, remodelage vasculaire, 
remodelage parenchymateux et hyper-reactivite bronchique. De plus, cette meme etude a montre 
que le VEGF facilitait la sensibilisation aux antigenes respiratoires et augmentait le nombre de 
cellules dendritiques DC2 activees (HENDERSON et al, 2002). Fait interessant, des 
polymorphismes dans la sequence du VEGFR1 (PARK et al, 2008) et du VEGFR2 (PARK et 
al, 2006) sont associes a l'atopie (et l'hyperreactivite bronchique dans le cas de VEGFR1). 
3.2.2 Autres membres 
Par rapport au VEGF-A, le VEGF-B est faiblement mitogenique pour les cellules endothelials, 
n'est pas inductible par l'hypoxie et lie seulement VEGFR1. Deux isoformes existent; VEGF-
B167 et VEGF-B186. Le role precis in vivo de VEGF-B n'est pas bien connu mais il semblerait 
etre implique dans le metabolisme energetique, l'arteriogenese et l'angiogenese physiologique 
ou inflammatoire. Le VEGF-C et VEGF-D lient seulement VEGFR2 et VEGFR3 et sont 
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synthetises sous forme de precurseurs necessitant 1'activation par des pro-proteines convertases 
comme la furine, PC5 ou PC7. Le role de VEGF-C in vivo sont par exemple la 
lymphangiogenese, la chimiotaxie des macrophages, la permeabilite vasculaire et possiblement 
un faible impact sur Pangiogenese. Tout comme VEGF-C, VEGF-D a un impact majeur dans la 
lymphangiogenese mais son role dans Pangiogenese semble etre plus important que le VEGF-C. 
Les deux plus recents membres de la famille du VEGF, VEGF-E et VEGF-F, ne sont pas 
presents dans le genome des mammiferes. Le VEGF-E se retrouve dans le genome du virus Orf 
et existe sous au moins 3 isoformes : VEGF-ENZ7> VEGF- ENZ2 et VEGF-Eonoi- Le VEGF-E lie 
specifiquement VEGFR2 et est un bon facteur pro-angiogenique. Pour ce qui est du VEGF-F 
(aussi appele sn-VEGF pour «snake-derived» VEGF), il a ete isole a partir du venin de vipere et 
est compose de deux sous-unites: vammin et VR-1. Tout comme VEGF-E, il lie specifiquement 
VEGFR2 et a une bonne activite pro-angiogenique. Enfin, le Placental growth factor (PIGF) 
originalement decouvert dans le placenta mais maintenant connu comme etant aussi exprime 
dans les poumons et le coeur, lie seulement VEGFR1. Fait interessant, des heterodimeres de 
PIGF avec VEGF-A ont ete decrit et peuvent se lier et activer VEGFR2. Jusqu'a maintenant, 4 
isoformes ont ete decouverts: PIGF-1, PIGF-2, PIGF-3, PIGF-4. Ses fonctions sont 
probablement au niveau de Parteriogenese, Pangiogenese, la permeabilite vasculaire et 
Pinflammation (OTROCK et al, 2007, ROY et a!., 2006). 
3.3 Recepteurs 
La famille du VEGF medie leurs effets biologiques via des recepteurs de type tyrosine kinase. 
Au repos, ces recepteurs existent sous forme de monomeres transmembranaires. Apres la liaison 
du ligand VEGF avec le domaine extracellulaire du recepteur, il y a homodimerisation des 
chaines ce qui mene a une autophosphorylation des domaines tyrosine kinases intracellulaires. 
Ensuite, ces tyrosines phosphorylees peuvent servir de site de liaison a des proteines adaptatrices 
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pour declencher differents signaux de transduction (OTROCK et al, 2007). 
3.3.1 VEGFR1 (Tlt-1) 
Le recepteur VEGFR1 (ou Fms-like tyrosine kinase; Fit-1) est compose de 7 domaines 
«immunoglobulin-like» extracellulaires, une region transmembranaire, de deux domaines 
tyrosine kinase intracellulaire divisees par un «kinase insert» et se terrriinant par une queue 
cytoplasmique en C-terminale. II est seulement en mesure de lier VEGF-A, VEGF-B et PIGF. 
Des le developpement d'un embryon, il est exprime sur les angioblastes, l'endothelium 
vasculaire et les trophoblastes du placenta tandis qu'apres ce stade, il est egalement exprime sur 
les pericytes, osteoblastes, monocytes/macrophages, cellules mesengiales renales, progeniteurs 
de cellules endotheliales et quelques cellules souches hematopoietiques (OTROCK et al., 2007, 
ROY et al, 2006). Tout comme le VEGF-A, son expression au niveau transcriptionnelle peut 
etre modulee par l'hypoxie via HIF-1 (GERBER et al, 1997). Le role de VEGFR1 dans 
l'angiogenese n'est pas encore parfaitement compris. II a d'abord ete considere comme un 
«decoy» recepteur a cause de sa haute affinite pour le VEGF et une faible activite tyrosine kinase 
(FERRARA et al, 2003). D'ailleurs, les souris knock out VEGFR1 -/- meurt in utero non pas 
d'un manque de vascularisation, mais d'une hyper-vascularisation inadequate et malformee. Au 
stade du developpement, VEGFR1 jouerait done effectivement le role de «decoy receptor» en 
regulant l'accessibilite du VEGF pour VEGFR2 (FONG et al, 1999). Apres la naissance, des 
evidences demontrent qu'il aurait egalement un certain role positif a jouer dans l'angiogenese 
(particulierement inflammatoire) via la chimiotaxie des monocytes/macrophages (FERRARA et 
KERBEL, 2005) ou en formant un heterodimere avec VEGFR2 (ROY et al, 2006). Une forme 
soluble du VEGFR1 existe (sVEGFRl) et a ete montre comme etant capable d'inhiber la 
proliferation de cellules endotheliales en reponse au VEGF (OTROCK et al, 2007). 
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3.3.2 VEGFR2 fKDIO 
Le recepteur VEGFR2 (ou Kinase Insert Domain-containing Receptor; KDR) a la meme 
structure generale que le VEGFR1. Les ligands pouvant s'y lier sont le VEGF-A, VEGF-C, 
VEGF-D, VEGF-E et le VEGF-F. II est exprime chez les cellules endotheliales vasculaires, les 
neurones, les osteoblastes, les megakaryocytes, les cellules des conduits pancreatiques, les 
progeniteurs de cellules endotheliales et des cellules souches hematopoi'etiques. Bien que son 
affmite pour VEGF-A est moins elevee que dans le cas de VEGFR1, son activite tyrosine kinase 
est superieure et il est considere comme le recepteur le plus important (bien devant VEGFR1) 
dans l'effet pro-angiogenenique du VEGF-A (OTROCK et al, 2007, ROY et al, 2006). 
Consequemment, les souris knock out VEGFR2 -/- meurt in utero a cause d'un defaut dans la 
formation de la vasculature (SHALABY et al, 1995). Contrairement a VEGF-A et VEGFR1, 
l'hypoxie n'augmente pas sa transcription via HIF-1 (GERBER et al, 1997). Enfin, des cross-
talk peuvent avoir lieu entre la signalisation de VEGFR1 et de VEGFR2 (ROY et al, 2006). 
3.3.3 VEGFR3 (Flt-4 )^ 
Contrairement au VEGFR1 et VEGFR2, le VEGFR3 (ou Fms-like tyrosine kinase 4; Flt-4) a 
seulement 6 domaines «immunoglobulin-like» et lie preferentiellement VEGF-C et VEGF-D. II 
est egalement compose d'un domaine transmembranaire, deux domaines tyrosine kinase 
intracellulaire divises par un «kinase insert» et se termine par une queue cytoplasmique en C-
terminal. Chez 1'humain, 2 isoformes existent qui different selon leur region C-terminal. Son 
expression est surtout au niveau de l'endothelium lymphatique et de l'endothelium vasculaire 
embryonnaire ou pathologique (ex : tumeur). Son role dans l'angiogenese (faible par rapport aux 
2 autres recepteurs) serait surtout pour les vaisseaux sanguins embryonnaires et n'aurait presque 
plus aucun impact apres leur maturation. En fait, son role majeur est dans la lymphangiogenese 
(OTROCK et al, 2007). 
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3.3.4 Co-recepteurs 
D'abord identifies comme recepteurs pour les semaphorines/collapsins ayant un role dans le 
developpement neuronal, les glycoproteines de surface cellulaire appele neuropilines jouent aussi 
le role de co-recepteur pour certains membres de la famille du VEGF (OTROCK et al, 2007). 
Neuropiline-1 (NP-1) peut lier VEGF-A121, VEGF-A165, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, 
VEGF-E et PIGF-2 tandis que NP-2 peut lier VEGF-A145, VEGF-A165, VEGF-C et VEGF-D 
(GERETTI et al, 2008). Les deux neuropilines sont exprimes sensiblement aux memes endroits, 
c'est-a-dire dans les systemes nerveux, cardiovasculaire et squelettique lors de l'embryogenese, 
et dans l'endothelium vasculaire, les poumons, le coeur, le foie, les reins, le pancreas, les 
osteoblastes et les cellules stomales de la moelle osseuse chez l'adulte. NP-2 est egalement 
exprime sur l'endothelium lymphatique (OTROCK et al, 2007, ROY et al, 2006). Par rapport 
aux autres recepteurs du VEGF, les co-recepteurs neuropilines n'ont pas de domaine tyrosine 
kinase intracellulaire et n'ont done pas la capacite de transduction du signal lorsqu'ils lient des 
membres de la famille du VEGF. En fait, ils sont composes d'un large domaine extracellulaire, 
un court domaine transmembranaire et d'une courte queue cytoplasmique sans sequence 
consensus de signalisation connu jusqu'a maintenant (GERETTI et al, 2008). Cependant, NP-1 
est connue pour etre capable d'augmenter les interactions entre VEGF-A et VEGFR2 et la force 
des signaux de transduction resultant en interagissant avec VEGFR2 lie a VEGF-A. Np-1 peut 
aussi augmenter l'angiogenese particulierement dans les cas de tumeurs et a un role dans le 
developpement cardiovasculaire en regulant les niveaux de VEGF-A 165 (OTROCK et al, 
2007). D'ailleurs, un knock out de NP-1 chez la souris mene a la mort in utero a cause des 
defauts de formation du systeme vasculaire (KAWASAKI et al, 1999). Des mutations de NP-2 
peuvent egalement mener a des troubles dans la formation de lymphatiques chez la souris 
(YUAN et al, 2002). Comme VEGFR1, une variante soluble de NP-1 (sNP-1) existe et il peut 
agir comme antagoniste naturel de VEGF-A 165 envers sa liaison a VEGFR2 (PARIKH et 
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ELLIS, 2004). In vitro, NP-1 et NP-2 sont tous capable d'interagir avec VEGR1 via VEGF, mais 
la signification biologique reste encore a determiner (GERETTI et ah, 2008). 
3.4 Modulation du VEGF 
Tyrosine kinme rtmeptor 
Figure 8 : Voies de signalisation et facteurs impliques dans la modulation du VEGF (XIE et 
al, 2004) 
3.4.1 Facteurs regulant le VEGF 
Le VEGF est un facteur de croissance pouvant etre module par un nombre impressionnant de 
differents facteurs (voir Figure 8). Son expression peut parfois etre constitutive, particulierement 
dans le cas de tumeurs, ou inductible. Dans le cas de l'expression constitutive, elle a surtout lieu 
apres des modifications genetiques qui activent des oncogenes (ex : Ras, Src, HER2/neu, 
Bcr/Abl) ou qui inactivent des genes suppresseurs de tumeurs (ex : VHL, p53, p73, PTEN, pl6, 
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BRCA1). Ces alterations genetiques ont pour consequences d'affecter les fonctions/productions 
des facteurs de transcriptions impliquer dans la transcription du VEGF ou de stabiliser son 
ARNm (XIE et al, 2004). Pour ce qui est des facteurs environnementaux ayant un role 
d'induction du VEGF, notons par exemple l'hypoxie (le facteur majeur), l'acidose, les rayons 
UVB, le sevrage en serum, le stress oxydatif via les ROS, les radiation ionisantes, les deficiences 
en glucose (XIE et al, 2004), les forces mecaniques cycliques imposees aux cellules musculaires 
lisses pulmonaires (HASANEEN et al, 2007), la densite cellulaire (KOURA et al, 1996) et le 
plomb (JOSKO et MAZUREK, 2004). Enfin, plusieurs differentes cytokines et facteurs de 
croissance sont aussi impliques dans l'induction du VEGF dans differents contextes. Pour les 
cytokines, notons par exemple l'IL-lb, IL-3, IL-6, IL-13, IL-15, IL-18, TNF-a tandis que les 
facteurs de croissances sont par exemple EGF, KGF, bFGF, FGF4, PDGF, HGF et le TGF-p\ 
L'acide retinoique et les estrogenes peuvent aussi induire le VEGF-A (JOSKO et MAZUREK, 
2004, PAGES et POUYSSEGUR, 2005, XIE et al, 2004). Au meilleur de mes connaissances, 
les seuls mediateurs lipidiques demontres comme ayant un role direct dans l'induction de 
l'expression du VEGF-A sont les prostaglandines PGE2, PGEi (XIE et al, 2004) et PGI2 
(ATSUTA et al, 2009, JOSKO et MAZUREK, 2004). 
3.4.2 Regulation transcriptionnelle 
La regulation de l'expression du VEGF-A par la transcription est la voie la plus intensement 
etudiee parce qu'elle semble etre la plus importante. L'analyse du promoteur «classique» du 
VEGF-A (sans boite TATA) d'une longueur d'environ 2300 paires de base demontre d'ailleurs 
un grand nombre de sites de liaison a differents facteurs de transcription : HIF-1, Sp-l/Sp-3, AP-
1, Stat3, Egr-1, AP-2, NF-IL6, NF-1, Smad 3-4, c-myc, recepteurs d'estrogene, recepteurs de 
progesterone, liver X receptors (JOSKO et MAZUREK, 2004, MIZUKAMI et al, 2006, 
MUELLER et al, 2000, PAGES et POUYSSEGUR, 2005, TISCHER et al, 1991, XIE et al, 
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2004). Contrairement a la souris, le promoteur du VEGF-A humain ne contient pas de region 
consensus pour NFKB (PAGES et POUYSSEGUR, 2005). Ce grand nombre de possibility de 
liaison demontre toute la complexity de la regulation transcriptionnelle du VEGF. De plus, pour 
que l'activite transcriptionnelle soit a son maximum, il peut etre necessaire d'avoir activation et 
cooperation entre differents facteurs de transcription et/ou voies de signalisation. Cependant, il 
est possible de simplifier le tout en sachant que HIF-1, Spl, AP-1 et Stat3 semblent etre les 
facteurs les plus important et les mieux caracterises (PAGES et POUYSSEGUR, 2005, XIE et 
al, 2004). Le gene du VEGF-A contient egalement un «Cryptic promoteur» dans une region 
initialement identifier comme faisant seulement partie du 5'UTR. Un site d'initiation alternatif 
de la transcription est done possible a +632 pb du site d'initiation «classique» (AKIRI et al, 
1998, PAGES et POUYSSEGUR, 2005). 
3.4.2.1 HIF-1 
Le hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) est un facteur de transcription heterodimerique du type 
basic helix-loop-helix compose d'une sous-unite HIF-1 (3 (aryl hydrocardon receptor nuclear 
translocator; ARNT) constitutivement exprimee/active et d'une sous-unite HIF-1 a dont la 
stabilite et l'activite est variable. Ces deux sous-unites font partie de la grande famille bHLH-
PAS (KE et COSTA, 2006). Le complexe HIF-1 peut reconnaitre et Her des sequences consensus 
5'-RCGTG-3' appele hypoxia response element (HRE) present dans un grand nombre de 
promoteurs (WEIDEMANN et JOHNSON, 2008). En fait, il existe plus de 70 proteines regulees 
par HIF-1 et elles sont surtout impliquees dans l'angiogenese (ex VEGF et VEGFR1), 
l'erythropo'iese (ex: EPO), la proliferation/survie, le metabolisme du glucose et le metabolisme 
du fer (BRAHIMI-HORN et al, 2005, SEMENZA, 2002). Deux autres membres de la famille 
bHLH-PAS existent; HIF-2 et HIF-3. HIF-2 est un homologue de HIF-1 qui peut aussi dimeriser 
avec HIF-1B (ARNT) et lier les memes regions consensus HRE mais tout comme HIF3, il est 
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beaucoup moins caracterise que HIF-la (WEIDEMANN et JOHNSON, 2008). 
3.4.2.1.1. Regulation en hypoxie 
La partie HIF-la est la composante regulatrice majeure puisqu'en normoxie elle est rapidement 
degradee tandis qu'en hypoxie elle est stabilised et son activite transcriptionnelle est augmentee. 
La sous-unite HIF-la contient differents domaines; hHLH et PAS pour la dimerisation, TAD-N 
et TAD-C pour l'activite transcriptionnelle et l'«oxygen-dependent degradation domain (ODD)» 
essentiel a sa regulation en hypoxie. A propos de la stabilite de HIF-1, des enzymes comme les 
prolyl hydroxylases (PHD), les HIF prolyl hydroxylases (HPH) et les ARD1 acetyltranferases 
ont la particularite d'etre principalement actives lorsqu'elles sont en normoxie; elles agissent 
done comme des «oxygen sensor». Ainsi, en presence d'oxygene les hydroxylases peuvent 
hydroxyler les residus prolines 402 et 564 du domaine ODD, et ARD1 peut acetyler la lysine 532 
de ce meme domaine. Une fois ces residus modifies, la proteine pVHL (un gene suppresseur de 
tumeur) peut venir se lier a l'ODD plus facilement. La proteine pVHL fait partie d'un complexe 
proteique E3 ubiquitine-ligase qui permet l'ubiquitination de HIF-1 et sa degradation via la voie 
du proteasome. Un certain role de la proteine p53 (egalement un gene suppresseur de tumeur) 
existe aussi via l'ubiquitination de HIF-la medie par Mdm-2. Pour ce qui est de l'activite 
transcriptionnelle, l'enzyme «factor inhibiting HIF-1 (FIH-1)» agit aussi comme «sensor» de 
l'oxygene. En presence d'oxygene, FIH-1 hydroxyle le residu asparagine 803 du domaine de 
transactivation TAD-C de HIF-la, ce qui previent son interaction avec des co-activateurs comme 
par exemple CBP/p300. De plus, FIH-1 peut lier pVHL d'une facon independante de son activite 
hydroxylase et mener au recrutement d'histones deacetylase qui interferent avec les fonctions 
des domaines de transactivation de HIF-la. Bref, en situation d'hypoxie il y une accumulation et 
activation de HIF-la qui pourra se lier a son partenaire HIF-1 P pour augmenter la transcription 
du VEGF (KE et COSTA, 2006, LEE et al, 2004, WEIDEMANN et JOHNSON, 2008). Meme 
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si en hypoxie l'induction du VEGF est principalement mediee d'une facon HIF-1-dependante, il 
existe egalement des voies HIF-independante pour cette regulation pouvant impliquer par 
exemple Ras, COX-2, Src, Ca2+ et AP-1, et HIF-2a. Ces voies peuvent etre cellule-specifique 
(MIZUKAMI et al, 2006, PAGES et POUYSSEGUR, 2005, XIE et al, 2004). 
3.4.2.1.2. Regulation en normoxie 
Plusieurs modifications post-traductionnelles de HIF-1 (ou certaines des enzymes vu ci-haut) 
peuvent agir sur la stabilite et l'activite de HIF-la meme en normoxie (BRAHIMI-HORN et al, 
2005, LEE et al, 2004). Par exemple, dans certaines situations la MAPK Erk 1/2 est capable de 
phosphoryler HIF-la, d'augmenter son activite transcriptionnelle et 1'expression de VEGF 
(RICHARD et al, 1999). Certains co-activateurs de HIF-1 peuvent egalement etre phosphoryles 
par l'activation de Erk (ex : CBP/p300) et augmenter l'activite transcriptionnelle de HIF-1 
(SANG et al, 2003). De plus, l'activation de certaines voies de signalisation peut agir sur la 
synthese de HIF-la d'une facon a surpasser sa degradation en normoxie (LEE et al, 2004). Par 
exemple, certains mediateurs (ex : ROS) menant a l'activation de la voie PI3K/Akt et de 
Ras/MAPK/MEK peuvent augmenter l'expression de HIF-la (XIE et al, 2004). Dans le cas du 
VEGF, il a d'ailleurs ete montre a plusieurs reprisent que la modulation du VEGF implique la 
voie PI3K/AKT agissant ensuite sur HIF-1 au niveau de sa stabilite, de son activation ou de sa 
synthese en normoxie (JIANG et al, 2000, LAUGHNER et al, 2001, WOODS et al, 2002, 
ZHONG et al, 2000, ZUNDEL et al, 2000). Le HIF-1 n'est done pas seulement un joueur 
important en situation d'hypoxie pour la regulation du VEGF; il existe des situations en 
normoxie ou la modulation du VEGF est aussi «HIF-l-dependante». 
3.4.2.2. Spl 
Le facteur de transcription «specificity protein 1», un membre de la famille Sp/KLF, est exprime 
de facon ubiquitaire, forme des homo-oligomeres et possede trois domaines «C2H2-type zinc 
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fingers» adjacents pour Her les sequences consensus GC-boxes de l'ADN. II peut aussi lier des 
CT-boxes et GT-boxes mais avec une plus faible affinite. La famille de Spl inclut Spl-4 (avec 
N-TAD) et Sp5-9 (sans N-TAD). Ceux liant les GC-boxes avec le plus d'affinite et qui semblent 
etre les plus importants sont Spl et Sp3. En fait, Spl et Sp3 demontrent une affinite et specificite 
tres semblable pour les GC-boxes, CT-boxes et GT-boxes si bien qu'ils peuvent competitionner 
l'un contre l'autre pour les sites disponibles. Selon le contexte cellulaire et l'architecture du 
promoteur (ex : le nombre de GC-boxes), Sp3 peut cooperer, supprimer ou remplacer l'activite 
de Spl. C'est le ratio Spl:Sp3 qui devient alors parfois tres important dans la regulation genique. 
La proteine Spl (sans autres partenaires) active l'activite transcriptionnelle de differents genes 
de plusieurs facons: en liant un site Spl (GC, CT, GT-boxes) unique, par synergie en liant deux 
ou plusieurs sites Spl sans cooperation dans la liaison a l'ADN ou en «superactivant» l'activite 
(liaison d'un Spl a un Spl deja lier a l'ADN pour augmenter son activite). Dans certains 
contextes, Spl peut egalement etre un represseur de la transcription en recrutant des deacetylases 
(ex : HDAC1) ou des co-represseurs. Fait interessant, le facteur Spl a la capacite de recruter des 
proteines comme la TBP et TFIID. II peut done initier la transcription de genes sans boite TATA 
comme le VEGF-A. Autrefois (largement du a son expression ubiquitaire), le Spl etait considere 
presque uniquement comme un activateur constitutif des ((housekeeping genes» et d'autres genes 
sans boite TATA. Bref, des genes souvent sans grande regulation et variation d'expression. 
Aujourd'hui, ce n'est plus le cas parce que nous savons que Spl est implique dans l'expression 
inductible de differents genes (ex : VEGF-A) face a divers stimuli, le controle de la proliferation 
cellulaire et la tumorigenese. En effet, l'activite transcriptionnelle de Spl peut etre regulee par 
des modifications post-traductionnelles et des interactions avec d'autres proteines (ex : facteurs 
de transcription, oncogenes, suppresseurs de tumeurs) (voir Figure 9). L'effet final de Spl est 
tres variable et depend fortement du contexte cellulaire (WIERSTRA, 2008). 
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Figure 9 : Modulation de l'activite de Spl (WIERSTRA, 2008) 
3.4.2.2.I. Modifications post-traductionnelles 
Les modifications post-traductionnelles de Spl sont par exemple la phosphorylation, 
l'acetylation, la glycosylation, 1'ubiquitylation, la sumoylation et la poly(ADP-ribosylation). Ces 
modifications peuvent jouer sur le niveau de proteine Spl present, l'activite transcriptionnelle et 
la capacite de liaison a l'ADN de Spl. Un grand nombre de kinases peuvent agir sur Spl dans 
differents contextes (parfois de multiples facons) (CHU et FERRO, 2005, WIERSTRA, 2008). 
Par exemple, JNK1 et p38 peuvent directement phosphoryler Spl et augmenter son niveau tandis 
que p38, PKA, ERK1/2, JNK1 peuvent phosphoryler Spl et augmenter sa capacite de liaison a 
l'ADN. PKC^ peut lier Spl, le phosphroyler et augmenter son activite transcriptionnelle. D'une 
facon directe ou indirecte, les proteines TGF-(3, Smads 2,3,4, AP-2, v-Rel, PI3K, Ras et MEK1/2 
peuvent egalement tous augmenter l'activite transcriptionnelle de Spl par modification post-
transcriptionnelle (WIERSTRA, 2008). Dans le contexte de la modulation du VEGF, la 
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phosphorylation de Spl sur ses residus threonines 453 et 739 par ERK1/2 active par la voie Ras-
Raf a ete demontre comme augmentant sa capacite de liaison a l'ADN et activant la transcription 
du VEGF-A dans des fibroblastes (MILANINI et al, 1998, MILANINI-MONGIAT et al, 
2002). Dans des myocytes cardiaque de rat, 1'inter leukine lb induit l'expression du VEGF-A 
d'une facon Sp-1 dependant via l'activation de JNK et p38 (TANAKA et al, 2000). Au niveau 
des keratinocytes, le HGF est capable d'augmenter la transcription du VEGF-A en activant entre 
autre la PI3K, ERK1/2 et la PKCt; qui peuvent tous phosphoryler Spl pour augmenter sa 
capacite de transcription (REISINGER et al., 2003). De plus, PKC^ active par PI3K et/ou Ras a 
deja ete montre comme etant capable de Her et de phosphoryler Spl pour augmenter son activite 
transcriptionnelle et l'expression de VEGF-A dans des cellules de fibrosarcome et de carcinome 
renale (PAL et al, 1998, PAL et al, 2001). Dans des cellules cancereuses cerebrales ou de la 
prostate, l'expression inductible de VEGF-A HIF-independant a ete montre comme necessitant 
la PI3K/AKT pour phosphoryler Spl (PORE et al, 2004). Chez les cellules musculaires lisses 
pulmonaires, PGE2 est capable d'induire le VEGF via l'activation de la voie camp/PKA pour 
phosphoryler Spl (BRADBURY et al, 2005). Bien d'autres etudes demontrent que Spl peut 
etre modifie pour 1'induction de l'expression du VEGF-A comme par exemple chez les cellules 
de carcinomes bronchoalveolaires par l'acide retinoique (MAENO et al, 2002), chez les cellules 
de glioblastome via le TNF-a (RYUTO et al, 1996) et chez les cellules NIH3T3 par le PDGF 
(FINKENZELLER^a/., 1997). 
3A2.2.2. Interactions avec d'autres proteines 
Un nombre impressionnant d'interactions entre Spl et d'autres facteurs de transcriptions ont ete 
decrits. Parmi ces facteurs, certains requierent une liaison directe avec Spl tandis que d'autres 
semblent interagir d'une facon indirecte avec lui. Les facteurs de transcription peuvent agir en 
synergie avec Spl en liant l'ADN d'une facon cooperative ou en augmentant la capacite de 
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recrutement de la machinerie basale de transcription. De plus, certains facteurs de transcription 
peuvent agir par «superactivation» (voir Tableau 2) en liant des Spl deja Her a l'ADN mais sans 
eux-memes Her leur site. Aussi, certains facteurs peuvent agir de plusieurs facons comme par 
exemple en etant a la fois un superactivateur et un facteur de synergie (WIERSTRA, 2008). 
Quelques exemple de synergie sont Spl et AP-1 (c-jun/c-fos; Spl lie c-jun) pour le gene CDllc 
(NOTI et al, 1996), AP-2 et Spl pour le gene AM (ZHANG et al, 2008) et Smad 3-4 et Spl 
pour le gene a2(l) collagene (ZHANG et al, 2000). Pour ce qui est de la superactivation, notons 
particulierement c-jun pour le gene p21, vimentine et pour des constructions reporteur gal4-
binding site (KARDASSIS et al, 1999, WU et al, 2003). Finalement, certains oncogenes ou 
genes suppresseurs de tumeurs peuvent Her Spl pour modifier ses effets. Par exemple, 
l'oncogene MDM2 bloque la liaison de Spl a l'ADN tandis que Rb relache MDM2 de Spl, et 
les genes suppresseurs de tumeurs pVHL et p53 empeche la liaison de Spl a l'ADN 
(WIERSTRA, 2008). 
Tableau 2 : Superactivateurs de Spl (WIERSTRA, 2008) 
Superactivation of Spl-mediated 
transactivation by 
c-Jun 


















reporter construct with GAL4-binding sites 
reporter construct with GAL4-binding sites 
reporter construct with GAL4-binding sites 
DHFR promoter with point-mutated E2F-
binding sites 
GATA-1-binding site immediately upstream 
of a TATA-box 
metastin, kisspeptin 
cholesterol side chain clea-vage 
cytochrome P450scc 
simian virus 40 early transcription unit 
superactivation of GAL4-Spl 
superactivation of GAL4-Spl 
superactivation of GAL4-Spl 
superactivation of Spl 
superactivation of Spl 























L' «activator protein-1 (AP-1) fait partie des «dimeric basic region-leucine zipper (bZIP) 
protein» comprenant les proteines Jun, Fos, «activating transcription factor (ATF)» et JDP. Le 
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complexe AP-1 peut etre un homodimere ou un heterodimere incluant differentes combinaisons 
de ces proteines. Comme tous les facteurs de transcription bZIP, la dimerisation est necessaire 
avant de se Her a l'ADN (HESS et al, 2004). Les sequences d'ADN que AP-1 lie sont les TPA 
response element (TRE; TGAC/GTCA) et dans une moindre mesure, les sequences CRE (camp 
response element) (SHAULIAN et KARIN, 2001). La majeure partie du temps, les membres de 
AP-1 sont constitutivement lies a l'ADN et leurs partenaires d'interactions doivent transloquer 
au noyau pour medier leurs effets (ERIKSSON, 2005). AP-1 est implique dans beaucoup de 
processus cellulaire comme par exemple la proliferation, la differentiation, l'oncogenese, 
l'apoptose, l'angiogenese et il medit la regulation genique en reponse a de nombreux stimuli 
physiologique ou pathologique comme les cytokines, les facteurs de croissances, les signaux de 
stress, les bacteries, les virus etc.... (ERIKSSON, 2005, SHAULIAN et KARTN, 2001). Sa 
regulation peut avoir lieu a differents niveaux; le niveau d'expression de ses sous-unites (Jun, 
Fos, ATF, JDP), les modifications post-traductionnelles de ses sous-unites et la composition du 
dimere (HESS et al, 2004). En effet, la composition du dimere a ete montre comme jouant un 
role dans la regulation de genes cibles de AP-1, comme par exemple c-jun/c-fos qui active plus 
fortement le promoteur de la collagenase que c-jun/Fra-2 (BAKIRI et al, 2002). Le role de AP-1 
dans la regulation de VEGF est multiple. Par exemple, AP-1 peut etre active par des stimuli 
comme EGF, PDGF et bFGF pour ensuite induire la transcription du VEGF. En presence de ces 
stimuli, AP-1 est particulierement active par les PKCs ou les MAPK. En plus, AP-1 peut etre 
active par l'hypoxie, le stress oxydatif, l'acidose, les rayons UV et d'autres cytokines pour 
induire la transcription du VEGF (XIE et al, 2004). 
3.4.2.3.I. Jun 
La proteine c-jun est un «immediate-early gene» sans introns contenant un domaine bZIP pour la 
dimerisation, un domaine BD (basic region) pour la liaison a l'ADN, un domaine de 
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transactivation (TAD) et un delta-domain pour la liaison a la MAPK JNK. C-jun peut former des 
homodimeres ou des heterodimeres avec d'autres Jun ou les proteines Fos et ATF. Par contre, les 
homodimeres Jun-Jun sont moins stables que les heterodimeres Jun-Fos. La regulation de c-jun 
peut se faire par l'augmentation de son expression, mais c'est sa phosphorylation (S63, 73 et 
T91, 93 du TAD) qui est le joueur majeur en augmentant son activite transcriptionnelle et/ou en 
stabilisant la proteine. L'ubiquitination de c-fos (dans le domaine delta) pour sa degradation par 
le proteasome est egalement possible, tout comme la sumoylation pour sa stabilite et activite. En 
plus de la phosphorylation, l'activation de c-jun requiere aussi une dephosphorylation d'au 
moins un des groupes phosphates inhibiteurs en C-terminal (T231, 239 et S243, 249) pour 
permettre la liaison a l'ADN. D'autres proteines Jun existent comme JunB et JunD. Ces 
proteines sont semblables dans leur structure mais different beaucoup dans leur capacite 
d'activer la transcription (ERIKSSON, 2005). 
3A2.3.2. Fos 
La proteine c-fos est aussi un «immediate-early gene» contenant les domaines bZIP, BD et TAD 
mais par rapport a c-jun, il contient un domaine DEF pour la liaison a la MAPK Erk. 
Contrairement a c-jun, c-fos ne peut pas former d'homodimere; il doit former des heterodimeres 
avec Jun ou ATF pour lier l'ADN. Meme si l'ARNm et la proteine c-fos sont extremement 
instables, son mecanisme de regulation principal est l'augmentation de sa synthese par differents 
stimuli. Cependant, son activite transcriptionnelle et sa stabilite peuvent egalement etre 
augmentees par phosphorylation (ex : T232, 325. 331 et S362,374). Les autres proteines de la 
famille de Fos sont FosB, Fra-1 et Fra-2 (ERIKSSON, 2005). 
3A2.4. Autres 
Bien d'autres facteurs de transcription sont impliques dans la regulation du VEGF comme par 
exemple Stat3, AP-2 et Smad3. Dans certain cas, il est necessaire d'avoir une activation et 
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cooperation entre differents facteurs de transcription ou voies de signalisation pour une synthese 
optimale de l'ARNm du VEGF-A (PAGES et POUYSSEGUR, 2005, XIE et al, 2004). Par 
exemple, en cas d'hypoxie (DAMERT et al, 1997) ou de stimulation par NO (KIMURA et al, 
2000), la synthese du VEGF-A est augmentee avec la cooperation entre HIF-1 et AP-1. AP-1 
peut aussi cooperer avec Spl pour 1'induction du VEGF apres stimulation aux rayons UVB 
(BLAUDSCHUN et al, 2002). De plus, il est parfois necessaire d'avoir une cooperation entre 
Spl et AP-2 pour une induction maximale de VEGF par la voie de la p42/p44 MAPK 
(MILANINIera/., 1998). 
3.4.3 Regulation post-transcriptionnelle 
Meme si la regulation transcriptionnelle est de loin le mecanisme le plus important, la regulation 
post-transcriptionnelle a un role bien etablie. C'est via la region 3'UTR (et possiblement 5'UTR) 
que la demi-vie de l'ARNm du VEGF-A peut etre augmentee. Ces regions contiennent des 
elements de destabilisation de l'ARNm. Une facon connue d'augmenter la demi-vie de l'ARNm 
du VEGF-A est via la liaison d'une proteine nomine HuR dans des regions de stabilite riche en 
bases AU de la region 3'UTR. HuR est principalement localisee dans le noyau et lorsqu'elle lie 
l'ARNm elle le stabilise et reduit sa degradation par les endonucleases (XIE et al, 2004, YOO et 
al, 2006). Cette proteine a d'ailleurs ete montree comme etant surexprimee dans de nombreux 
types de tumeurs cerebrales (SAKUMA et al, 2008) et etant induite par l'hypoxie, un facteur 
connu pour augmenter la stabilite de l'ARNm du VEGF-A (LEVY et al, 1998). D'autre part, la 
proteine PAIP2 (Poly(A)-binding protein-interactin protein 2) a aussi ete montree comme etant 
capable d'augmenter la demi-vie de l'ARNm du VEGF-A en liant sa region 3'UTR et en 
interagissant avec HuR (ONESTO et al, 2004). Fait interessant, la demi-vie de l'ARNm en 
normoxie est d'environ 30 a 60 minutes (<lh), ce qui est de beaucoup inferieur a la moyenne des 
ARNm des eucaryotes en normoxie qui se situe environ a lOh (YOO et al, 2006). 
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3.4.4. Regulation de la traduction 
Normalement, la traduction chez les eucaryotes commence grace a la coiffe 5' terminate 7-
methylguanosine des ARNm etant donne qu'elle est reconnue par les facteurs d'initiation 
eucaryotique de la traduction (les elFs). Ces facteurs forment un complexe d'initiation recrutant 
la petite sous-unite ribosomale pour «scanner» la region 5'UTR a la recherche d'un codon 
«start» et finalement recruter la grosse sous-unite ribosomale (ALGIRE et LORSCH, 2006). La 
region 5'UTR de l'ARNm du VEGF-A, tres longue (environ 1000 pb contrairement a une 
moyenne de 300 pb pour les ARNm eucaryotes typiques) et riche en GC, contient cependant une 
structure secondaire importante pour la regulation de la traduction : internal ribosome entry site 
(IRES) (XIE et al, 2004, YOO et al, 2006). LTRES est une sequence de nucleotide formant une 
structure qui permet l'initiation de la traduction d'une facon «coiffe-independante» et sans 
«scanning» en recrutant soit les ribosomes directement au codon start ou avec l'aide de facteurs 
comme les ITAFs (IRES trans-acting factors). Jusqu'a maintenant, on sait que les IRES sont 
presents sur >90 ARNm des eucaryotes souvent impliques dans la reponse au stress, a la 
survie/apoptose et a la mitose (HELLEN et SARNOW, 2001). En fait, le VEGF-A contient deux 
IRES fonctionnels dans sa region 5'UTR et ils sont importants pour le maintien de la production 
de la proteine meme dans des conditions reduisant l'efficacite de l'initiation de la traduction 
«classique» comme par exemple l'hypoxie (XIE et al, 2004, YOO et al, 2006). D'autres 
mecanismes regulant la traduction du VEGF-A existent, notons particulierement la proteine 
ORP150. Cette proteine est notamment induite par l'hypoxie et sert de chaperonne dans le 
reticulum endoplasmique pour le repliement et «trafficking» de proteines nouvellement 
synthetisees. Elle a ete demontree comme etant necessaire a la secretion du VEGF autant en 
normoxie qu'en hypoxie (XIE et al, 2004). 
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3.5 Implication du VEGF dans l'angiogenese du remodelage 
Plusieurs mediateurs sont probablement responsables de 1'augmentation de l'angiogenese dans le 
remodelage des voies respiratoires, mais le plus probable est le VEGF (vascular endothelial 
growth factor) (CHETTA et al, 2007, WALTERS et al, 2008). Plusieurs etudes abondent 
d'ailleurs dans ce sens. En effet, chez des enfants asthmatiques en crise ou en remission, le 
niveau de VEGF dans leurs expectorations induites est plus eleve que les enfants controles et il a 
une correlation positive avec la severite de l'asthme et une correlation inverse avec le FEVi. 
Apres 6 semaines de therapie par corticosteroi'de, les niveau de VEGF diminuent mais 
n'atteignent pas les niveaux controles (ABDEL-RAHMAN et al, 2006, HOSSNY et al, 2009). 
Chez des patients asthmatiques adultes le ratio de VEGF/endostatine des expectorations induites 
est plus eleve que les controles (ASAI et al, 2002). De plus, le niveaux de VEGF des 
expectorations induites est eleve et il y a une correlation positive avec le degre d'obstruction et 
de permeabilite vasculaire (ASAI et al, 2003). Par ailleurs, les patients asthmatiques ont des 
niveaux eleves de VEGF dans les bronches et dans le liquide de lavage bronchoalveolaire, et 
presentent des bourgeons d'angiogenese au niveau de leurs voies aeriennes. II y avait aussi une 
correlation positive entre le marquage du VEGF et le nombre de vaisseaux sanguins par mm2 
(FELTIS et al, 2006, HOSHINO et al, 2001). Dans une autre etude, le nombre de cellules 
positives a l'ARNm de VEGF, VEGFR1 et VEGFR2 etait plus eleve chez les asthmatiques et il 
y avait une correlation positive avec le degre de vascularity, le degre d'obstruction d'hyper-
reactivite bronchique (HOSHINO et al, 2001). Recemment, deux etudes du meme groupe ont 
montre que le liquide de lavage bronchoalveolaire de patients asthmatiques avait une activite 
angiogenique in vitro via le VEGF (SIMCOCK et al, 2007), et que les cellules musculaires 
lisses de patients asthmatiques (mais pas celles des patients controles) induisaient l'angiogenese 
in vitro via la secretion de VEGF (SIMCOCK et al, 2008). 
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2. AVANT PROPOS DE L'ARTICLE 
Les experiences presentees dans Particle suivant intitule « LTD4 Induces VEGF Factor 
Production in Monocytes and Bronchial Smooth Muscle Cells Through CysLTl Receptor 
Signaling » ont ete majoritairement effectuees par Sebastien Poulin. Les co-auteurs ayant 
participe aux travaux sont Charles Thompson et Stephanie McMahon. L'ecriture de Particle a ete 
effectuee par Sebastien Poulin sous la supervision du Dr. Rola-Pleszczynski. Dr. Claire M. 
Dubois et Dr. Jana Stankova ont egalement participe a l'elaboration du texte. Cet article sera 
soumis au American Journal of Respiratory Cell and Molecular Biology en aout 2009. 
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3- RESUME DE L'ARTICLE 
L'auteur principal de 1'article « LTD4 Induces VEGF Factor Production in Monocytes and 
Bronchial Smooth Muscle Cells Through CysLTl Receptor Signaling » est Sebastien Poulin. II a 
planifie et execute la grande majorite des experiences. II a egalement effectue la majorite de 
l'ecriture de l'article sous la supervision de Dr. Rola-Pleszczynski. 
Resume : Puisque les cysteinyl-leucotrienes auraient un role majeur a jouer dans le remodelage 
des voies respiratoires dans l'asthme, nous avons investigue le potentiel de ceux-ci a moduler 
l'expression du VEGF, un facteur de croissance implique dans un des processus du remodelage, 
c'est-a-dire l'angiogenese. Nous avons demontre que LTD4 induisait la production du VEGF 
chez les monocytes et les cellules musculaires lisses bronchiques humaines d'une facon 
dependante du recepteur CysLTl. La stimulation des cellules HEK-293 exprimant de facon 
stable CysLTl avec des cysLTs a montre une activation du promoteur du VEGF d'une facon 
dependante de la concentration ainsi qu'une augmentation de l'ARNm et de la proteine du 
VEGF d'une facon dependante du temps de stimulation. Des mutations reduisant la liaison de 
HIF-1 a ses sites n'ont pas empeche la transactivation du promoter du VEGF par les cysLTs. De 
plus, des deletions en 5' du promoteur du VEGF ont montre que la partie proximale contenant 1 
site AP-1 et 4 sites Spl etait necessaire pour sa regulation par les cysLTs. Des pre-traitements 
avec des inhibiteurs pharmacologiques de JNK et ERK, mais pas p38, et une surexpression des 
formes dominantes negatives de c-Jun, c-Fos et Ras ont suggere 1'implication des MAPKs et du 
complexe AP-1 dans l'activation du promoteur du VEGF par les cysLTs. Par contre, la mutation 
du site AP-1 n'a pas prevenu la transactivation, suggerant que le complexe AP-1 n'agirait pas 
directement sur le promoteur. Ensuite, nous avons observe une inhibition de l'activation du 
promoteur du VEGF et de la synthese d'ARNm de VEGF par LTD4 en utilisant un inhibiteur de 
la transcription dependante de Spl, la mithramycine. Les mutations des sites Spl dans la 
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promoteur du VEGF ont egalement mene a 1'inhibition de sa transactivation par LTD4. Bref, nos 
resultats indiquent pour la premiere fois que les cysLTs peuvent induire la producton du VEGF 
d'une facon dependante de la transcription avec rimplication de JNK, ERK, le complexe AP-1 
et Spl. Ces resultats suggerent done que les cysLTs pourraient etre importants dans le processus 
angiogenique du remodelage des voies respiratoires et indiquent un benefice potentiel jusqu'a 
maintenant inconnu dans 1'utilisation des antagonistes des recepteurs CysLTl dans la prevention 
ou traitement du remodelage dans Pasthme. 
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Abstract 
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Cysteinyl leukotrienes (cysLTs) are suggested to be implicated in the process of airway 
remodeling in asthma. We investigated the potential for cysLTs to modulate VEGF expression, a 
growth factor involved in the angiogenesis of airway remodeling. We found that LTD4 induction 
of VEGF in human monocytes and bronchial smooth muscle cells is CysLTl dependent. 
Stimulation of HEK-293 cells stably expressing CysLTl with cysLTs showed a concentration-
dependent activation of the VEGF promoter and a time-dependent increase in VEGF mRNA and 
protein. Mutations of HIF-1 sites failed to reduce cysLT-induced VEGF promoter activation and 
5' deletions showed that the proximal region containing one AP-1 and four Spl sites was 
necessary. Pretreatment with inhibitors of JNK and ERK, but not p38, and overexpression of 
dominant negative forms of c-Jun, c-Fos or Ras suggested the implication of MAPKs and AP-1. 
Mutation of the AP-1 binding element failed to prevent VEGF transactivation suggesting that 
AP-1 might not act directly on the promoter. Moreover, inhibition of Spl-dependent 
transcription by mithramycin completely inhibited VEGF promoter transactivation and VEGF 
mRNA expression by LTD4. Finally, mutations of Spl binding elements prevented VEGF 
promoter transactivation. Our data indicate for the first time that cysLTs can transcriptionally 
activate VEGF production via CysLTl receptors, with involvement of JNK, ERK, the AP-1 
complex and Spl. These findings suggest that cysLTs may be important in the angiogenic 
process of airway remodeling and potentially provide a previously unknown benefit of using 
CysLTl receptor antagonists in the prevention or treatment of airway remodeling in asthma. 
Keywords: Cysteinyl-leukotriene, angiogenesis, airway remodeling, AP-1, Spl 
Introduction 
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Cysteinyl-leukotrienes (cysLTs), which comprise leukotriene (LT)C4, LTD4, and LTE4, are 
potent eicosanoids well known to be involved in the pathogenesis of asthma and the 
resulting pulmonary inflammation(l). Interestingly, higher levels of these lipid mediators 
have been found in severe forms of asthma(2, 3). CysLTs are mainly released by 
eosinophils, mast cells and macrophages in the airways (4). They act on at least two G-
protein-coupled receptors, CysLTl and CysLT2(5), but have recently been reported to also 
activate the orphan receptor GPR17(6). Whereas CysLT2 is widely distributed, CysLTl is 
mainly expressed in leukocytes, some epithelial cells and bronchial smooth muscle cells 
(7). Several studies suggest that cysLTs may also play a role as protagonists of airway 
remodeling in asthma, which is characterized by different processes including fibrogenesis, 
bronchial smooth muscle cell (BSMC) proliferation, reticular basement membrane 
thickening and myofibroblast proliferation (8,9). Indeed, we and others have previously 
shown that cysLTs may contribute to human BSMC proliferation [10-12]. Recently, we also 
showed their involvement in the transcriptional up-regulation of the proprotein convertase 
furin, an enzyme implicated in bioactivation of several fibrogenic/angiogenic factors 
leading to airway remodeling (13). Interestingly, Henderson and colleagues demonstrated 
that a specific CysLTl antagonist could reduce (14) or even reverse (15) some established 
parameters of airway remodeling in a murine asthma model. 
Airway remodeling in asthma also involves an increase in angiogenesis, a process most 
likely to be mediated by several angiogenic mediators including vascular endothelial 
growth factor (VEGF)(16). Previous studies have shown a positive correlation between 
VEGF levels in induced sputum in asthmatics, the level of vascularisation and the severity 
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of asthma (17,18). Simcock and colleagues also demonstrated that bronchoalveolar lavage 
fluid (BALF) from asthmatic patients (19) or cell-free supernatants from BSMC (20) of 
asthmatics have increased levels of angiogenic activity mediated by VEGF. VEGF-A, or 
simply VEGF, is the most potent angiogenic mediator known and is the prototypical 
member of the VEGF family, which comprises 7 different members. It is a homodimeric 
protein with at least 7 different splice variants. Beside different levels of bioavaibility and 
the fact that the isoform 165 is the most biologically active form, little is known about 
differences between the variants (21). In the lungs, VEGF is mostly expressed by alveolar 
macrophages, eosinophils, mast cells, T lymphocytes, BSMC, fibroblasts and epithelial cells 
(22, 23). Beside asthma and airway remodeling, VEGF is also important for other types of 
angiogenesis, as for example in wound healing, pregnancy, psoriasis, rheumatoid arthritis 
and colorectal cancer (24). Importantly, in a study with lung-targeted VEGF165 transgenic 
mice, Lee and colleagues showed that VEGF induced an asthma-like phenotype with Th2-
inflammation, parenchymal and vascular remodeling and airway hyper-responsiveness 
(25). VEGF also enhanced Th2-mediated sensitization to respiratory antigens and 
increased the number of activated DC2 dendritic cells. 
Regulation of VEGF expression can occur at the gene transcription, translation and post-
translationnal levels. However, transcriptional regulation has been the most studied 
because genetic/epigenetic factors and extracellular stimuli mostly act on this level(26). 
The transcription of the VEGF gene is complex and is regulated by an impressive number of 
response elements within its promoter region. Some important ones being hypoxia 
response elements (HRE), and elements for AP-1, Spl and Stat3 (26-28). This fine 
regulation is cell-type dependant, depends on the microenvironment present (ex: normoxia 
vs hypoxia) and/or the presence of a myriad of different stimuli possibilities including 
74 
growth factors, cytokines and lipid mediators like PGE1, PGE2 and prostacyclin(27). 
Moreover, the VEGF transcriptional regulation is complicated by the interplay between 
different regulatory regions as for example the synergy between AP-1 binding domain and 
HIF-1 binding domain in hypoxic conditions(28). 
Even though cysLTs increase angiogenesis both in vitro (29) and in vivo (30), little is 
known about the influence of cysLTs on the production of angiogenesis factors. Two 
studies showed that CysLTl antagonists lead to diminished airway levels of VEGF in both 
murine asthma models (31) and asthmatic patients (32). Recently, a study also showed that 
a CysLTl antagonist administrated jointly with cyclosporine A (CsA) prevented CsA-
induced nephrotoxicity in a rat model by reducing TGF-b and VEGF levels (33). 
From the proposed relationship between cysLTs, airway remodeling and angiogenesis as 
well as the relationship between VEGF and vascular remodeling in asthmatic airways, we 
hypothesized that cysLTs could modulate the expression of VEGF. In the present report, we 
demonstrate for the first time that cysLTs can indeed upregulate the expression of VEGF 
mRNA and protein in human monocytes and BSMC. In addition, using HEK-293 cells stably 
transfected with the CysLTl receptor, as a model to study CysLTl signaling, we show that 
modulation of VEGF expression through CysLTl is transcriptional and involves the 
activation of JNK, ERK, the AP-1 complex and Spl in a HIF-1-independent manner. 
Materials and methods 
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Reagents 
LTC4 and LTD4 were obtained from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA). Puromycin was 
from Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada), and hygromycin B (Wisent, St-Bruno, Qc, 
Canada) and F11GENE6 were purchased from Roche (Laval, Qc, Canada). Montelukast (MK-
476) was obtained from Merck Frosst (Pointe-Claire, PQ, Canada). MEK-1 inhibitor 
PD98059, p38 inhibitor SB203580 and Spl-dependent transcription inhibitor 
Mithramycin-A were all purchased from Biomol Research Laboratory (Plymouth Meeting, 
PA, USA). SP600125 (c-Jun kinase [JNK] inhibitor II) was from Calbiochem (San Diego, CA, 
USA. IL-13 was obtained from R&D, Minneapolis, MN, USA) 
Plasmids 
The human VEGF promoter luciferase constructs VEGF-WT-2.3kB, its 5' deletion mutants 
(VEGF-WT-1.9kB, VEGF-WT-1.5kB, VEGF-WT-l.OkB) and its HRE mutants (VEGF-
HREA306, VEGF-HREA975) were generously provided by Dr. Daniel C. Chung 
(Massachusetts General Hospital, Boston, Massachusetts, USA) and were previously 
described (34). All of these constructs were in pGL2-basic vector from Promega (Madison, 
WI, USA). The dominant negative constructs of the protein Jun (A-JunD) and Fos (A-FosB) 
were generously provided by Dr. Charles Vinson (National Institutes of Health, Bethesda, 
Maryland, USA) and were in CMV500 vector. The dominant negative of Ras (RasN17) was 
in M2N vector. The CMV-Luc-ODD construct was kindly provided by Dr Richard K. Bruick 
(University of Texas, Austin, TX). The HRE-tk-LUC has been previously described (35, 36). 
The VEGF-WT-123 bp construct, its VEGF-A4xSpl mutant (both in PGL2-basic vector) and 
the pGL2-4xSpl-TK-luc, previously described(37), were generously provided by Dr. 
Xianjun Fang (Virginia Commonwealth University School of Medicine, Richmond, VA). 
Cells 
Human monocytes were derived from human peripheral blood mononuclear leukocytes 
obtained from normal donors after informed consent in accordance with an Internal 
Review Board-approved protocol as previously described (38). Monocytes were cultured in 
RPMI1640 medium (Life technologies, Burlington, ON, Canada) with 10% heat-inactivated 
FBS (Sigma-Aldrich). Human primary BSMCs (BioWhittaker Inc., Walkersville, MD, USA) 
were derived from a 5- week-old black male, free of pre-existing lung disease. Culture 
procedures have previously been described (11) and all experiments with BSMC were 
performed with cells at the fourth passage. HEK293 cells (American Type Culture 
Collection (ATCC), Rockville, MD, USA) stably transfected with either CysLTl, CysLT2 or 
PAF receptor were generated in our laboratory, as previously described (39,40), and are 
referred here as HEKLT1, HEKLT2 or HEKPAFR respectively. HEKLT1 and HEKLT2 cells 
were grown in Dulbecco's modified Eagle's medium with glucose (Invitrogen-Gibco, 
Carlsbad, CA, USA), supplemented with 10% heat-inactivated FBS and 100 U/ml penicillin 
and 100 ug/ml streptomycin (Sigma-Aldrich). Receptor-expressing clones were 
maintained with hygromycin B (100 ng/ml) or puromycin (10 jag/ml), respectively. Cell 
clones of HEKLT1 and HEKLT2 were analyzed using FACScan flow cytometer (BD 
Bioscience, San Jose, CA, USA) before the experiments and consistently showed 
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approximatively 75% surface receptor expression. Untransfected or empty vector-
transfected HEK293 cells expressed neither CysLTl nor CysLT2 receptors. Transient 
transfections were performed with FuGENE 6 and experiments were performed 48 h after 
transfection. 
Site-directed mutagenesis 
The AP-1 sequence located at position +419 bp within the VEGF-WT-2.3 kB promoter was 
mutated using PCR mutagenesis with mutagenic primers (foward : 5-AGC GAC AGG GGC 
AAA GTT AGT TAC CTG CTT TTG GGG GTG A-3, and reverse : 5-CAC CCC CAA AAG CAG GTA 
ACT AAC TTT GCC CCT GTC GCT T-3) and flanking primers (foward : 5-ATG GGT AAT TTT 
CAG GCT GTG-3, and reverse : 5-CCC AGA AGT TGG ACG AAA AGT T-3). Distinct mutations 
were generated by replacing TGAGTGA -> TAAGTAA which has been shown to lose AP-1 
binding ability in a previous study(41). Mutations were verified by direct sequencing. This 
plasmid is referred to as VEGF-AAP-1. 
Luciferase Assays 
HEKLT1 or HEKLT2 cells were plated in 12-well tissue culture plates 24 h before 
transfection and transiently transfected using 1.5 \iL of FuGENE 6 transfection reagent 
(Roche Diagnostics Canada) and 0.5 ug of plasmid DNA per well according to the 
manufacturer's instructions. The day after transfection, cells were serum-starved overnight 
before pretreatment for the desired time with different inhibitors or vehicule, then 
stimulated with LTC4 or LTD4 at different concentrations or equivalent vehicule 
(ethanol ;EtOH) concentration for the indicated time. Cell lysates were assayed for 
luciferase activity (using the Dual-Glo luciferase system from Promega) which was 
normalized for basal activity of promoter-less plasmid. 
ELISA 
HEKLT1 or HEKLT2 cells were cultured and stimulated in 6-well culture plates, monocytes 
were distributed and stimulated in 12 mL tubes and BSMCs were cultured and stimulated 
in 6-well culture plates. All were serum-starved overnight before stimulation with LTC4 or 
LTD4 at 10 nM or equivalent vehicule (EtOH) concentration for indicated times. Culture 
supernatants were carefully collected, snap-frozen in liquid nitrogen, and stored at -80°C. 
VEGF concentrations were determined using the Quantikine Human VEGF Immunoassay 
kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). 
Real-Time PCR 
In selected experiments, HEKLT1, HEKLT2, BSMCs or monocytes were pretreated or not 
with different inhibitors or vehicle, then stimulated with 10 nM LTC4 or LTD4 for the 
indicated times. Total RNA was purified using Trizol reagent (Invitrogen, Burlington, ON, 
Canada) according to the manuacturer's instructions and 1.0 fxg of RNA was converted to 
cDNA with oligo dT (Amersham Biosciences) and reverse transcriptase (M-MLV) from 
Promega in a volume of 20 u]. VEGF and GAPDH (as a housekeeping gene) expression were 
measured using real-time PCR performed on a Rotor-Gene 3000 (Corbett Research, 
Kirkland, PQ, Canada). The following oligonucleotide primer sets were used. Human VEGF: 
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foward, 5-AAT CGA GAC CCT GGT GGA-3 and reverse 5-ATC TGC ATG GTG ATG TTG GA-3; 
human GAPDH: foward, 5-GAT GAC ATC AAG AAG GTG GTG AA-3 and reverse, 5-GTC TTA 
CTC CTT GGA GGC CAT GT-3. The primer set designed for VEGF was for VEGF-A, without 
distinction between the different splice variants. Each sample for the real-time PCR 
consisted of: 1 ul of 1/10 dilution cDNA in water, 0.8 mM MgC12, 0,2 mM dNTPs (Roche), 10 
pmol of each primers, 2 u.1 of TAQ lOx buffer, 0,5 units of TAQ polymerase (New England 
Biolabs, Pickering, ON, Canada), and 0.66 \x\ of SYBR Green (1/1,000 stock dilution ; 
Cedarlan Laboratories, Burlington, ON, Canada) in a reaction volume of 25 \i\. The cycling 
program for both genes consisted of an initial denaturation at 95°C for 5 minutes then 40 
cycles of amplification conditions as follows: 95°C (30 s), 60°C (30 s), 72°C (30 s), and a 
final extension at 72°C for 6 minutes. The melting procedure was as follows : 72°C for 5 sec 
then 1°C increase each 30 sec up to 99°C. Comparison of the expression of each gene 
between its control and stimulated states was determined with the delta-delta (AA)Ct 
method, according to the following formula: (AACt = [(Ct G.O.Icti - Ct H.K.Gcti) - (Ct G.O.ISTIM -
Ct H.K.GSTIM)]). Results were then transformed into fold variation measurements: fold 
increase = 2AACt. 
Statistical Analyses 
Where mentioned, statistical significance was determined using the Student's t test for 
paired data (one-tailed) or one-way ANOVA, as appropriate, using PRISM4 software 
(GraphPad Software Inc, San Diego CA). Differences were considered significant at p < 0.05. 
Results 
CysLTs increase VEGF expression in monocytes and BSMCs 
Since airway remodeling in asthma is a process involving both inflammatory and structural cells 
of the respiratory tract (42), we first tested the hypothesis that cysLTs can modulate the 
expression of VEGF in monocytes and BSMCs. Both of these cell types express the CysLT 
receptors. More precisely, monocytes equally express CysLTl and CysLT2 whereas BSMCs 
express more CysLTl than CysLT2 (7). Time-course experiments were conducted at a chosen 
concentration of 10 nM LTD4 because of the known EC50 of LTD4 in different cell types (1). 
Figure 1A shows the kinetics of VEGF mRNA expression in monocytes following LTD4 
stimulation, as measured by real-time PCR. Results indicate a two-fold increase in VEGF 
mRNA expression starting at 6 h, which appears to be maintained for up to 24 h of stimulation. 
When monocytes were pretreated with a specific antagonist of CysLTl receptor, MK-476 
(Montelukast), before a 12h stimulation, the increase in VEGF mRNA expression was totally 
prevented (Figure IB), suggesting that this effect was CysLTl receptor-dependent. As shown in 
Figure 1C, not only was the VEGF mRNA expression increased, but, as expected, the level of 
VEGF protein accumulation within culture supernatants was significantly increased after 24h of 
stimulation and was totally blocked by MK-476 pretreatment. As for the BSMCs, a 1.7-fold 
increase of VEGF mRNA expression was seen after 12h of LTD4 stimulation that could be 
totally blocked by pretreatment with MK-476 (Figure ID), indicating that the process was also 
CysLTl receptor-dependent in BSMCs. VEGF protein levels were also significantly increased in 
BSMCs at 24h of stimulation (Figure IE), as in monocytes, although to a lesser degree. BSMCs 
were initially pretreated 24h with IL-13 to increase CysLTl receptor level at the surface as 
previously shown (11). In brief, the results indicate that VEGF expression can be induced by 
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Figure 1 : CysLTs increase VEGF expression in monocytes and BSMCs. 
A. Monocytes were treated with LTD4 (10 nM) or EtOH for the indicated times. Quantification of 
VEGF mRNA levels was performed by real-time PCR. Data are expressed as -fold increase 
relative to the housekeeping gene GAPDH. (n=3) B. Monocytes were pretreated or not with 1 
uM of MK-476 for 30 min and were then stimulated with LTD4 (10 nM) or EtOH for 12h. 
Quantifications were performed as in A. (n=3) C. Monocytes were pretreated or not with 1 uM of 
MK-476 for 30 min and were then stimulated with LTD4 (10 nM) or EtOH for 24h. Supernatants 
were collected to measure VEGF protein by ELISA. (n=5) D. Human bronchial smooth muscles 
cells (BSMCs) were pretreated for 24h with IL-13 and were then pretreated or not with 1 uM of 
MK-476 for 30 min before stimulation with LTD4 (10 nM) or EtOH for 12h. Quantification of 
VEGF mRNA levels was performed by real-time PCR. Quantifications were performed as in A. 
(n=5) E. hBSMCs were pretreated for 24h with IL-13 before stimulation with EtOH or LTD4 (10 
nM) for 24h and supernatants were collected to measure VEGF protein by ELISA. (n=3) 
Data are expressed as mean ± S.E.M 
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CysLTs increase VEGF expression in HEKLT1 cells 
VEGF transcription is driven by a well characterized 2.362 kB (28) promoter region and, since 
we observed an increase in VEGF mRNA expression, we investigated whether cysLTs act at the 
transcriptional level, using a luciferase reporter gene construct driven by the VEGF-WT-2.3 kB 
promoter. In order to dissect selective receptor-mediated mechanisms of VEGF modulation, we 
used the HEK293 cell line stably expressing only the CysLTl receptor, referred to as HEKLT1 
cells, as previously described (40). As shown in Figure 2A, there was a concentration-dependent 
transactivation of the VEGF promoter with a maximal effect at 10 nM of LTC4 (4-fold) and LTD4 
(6-fold). The LTD4 response was stronger than the LTC4 response, with an equivalent promoter 
transactivation at a 10-fold lower concentration. Moreover, VEGF promoter transactivation by 
lOnM LTD4 was completely blocked following a pretreatment with MK-476 (Figure 2B). VEGF 
mRNA and protein production was also increased by LTD4. As seen in Figure 2C, VEGF mRNA 
expression started to increase at 8h (~2 fold) and reached a statistically significant increase (~ 3 
fold) at 24h. LTD4 also increased VEGF protein production in HEKLT1 cells with a small but 
significant increase at 24h (Figure 2D). VEGF promoter activity in response to cysLT 
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Figure 2 : CysLTs increase VEGF expression in HEKLT1 cells 
A. HEKLT1 cells were transiently transfected with 0,5 |ag/well of pGL2 (promoterless vector) or 
pVEGF-WT-2.3 kB promoter constructs. Cells were incubated for 8h with EtOH, LTC4 or LTD4 
at indicated concentrations before measurement of luciferase activity. Data are expressed as -fold 
increase relative to EtOH control. (n=4) B. HEKLT1 cells were pretreated or not with luM of 
MK-476 for 30 min and were then stimulated with LTD4 (lOnM) or EtOH for 8h before 
measurement of luciferase activity. Data are expressed as -fold increase relative to EtOH control. 
(n=3) C. HEKLT1 cells were treated with LTD4 (lOnM) or EtOH for the indicated times. 
Quantification of VEGF mRNA levels was performed by real-time PCR. Data are expressed as -
fold increased relative to the housekeeping gene GAPDH. (n=3) D. HEKLT1 cells were treated 
with LTD4 (lOnM) or EtOH for the indicated times and supernatants were collected to measure 
VEGF protein by ELISA. Data are expressed as -fold increase relative to EtOH control. (n=3) 
Data are expressed as mean ± S.E.M 
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CysLTs increase VEGF expression in HEKLT2 cells 
To further dissect selective receptor-mediated mechanisms of VEGF modulation, we repeated the 
same experiments as above with HEK293 cells stably expressing only the CysLT2 receptor 
(HEKLT2 cells), as previously described (39). As seen in Figure 3A, both LTC4 and LTD4 
induced a concentration-dependent transactivation of the VEGF promoter after an 8h stimulation 
with a maximum 3-fold increase. Interestingly, the maximal effect of LTC4 was at 1-10 nM 
whereas it was at a hundred-fold higher concentration for LTD4 (10-100 nM). As expected, the 
addition of a CysLTl specific antagonist did not block the transactivation of the VEGF promoter 
in HEKLT2 cells (Figure 3B). Furthermore, VEGF mRNA production started to increase at 6h 
(~1,5 fold) and reached a statistically significant increase (~ 2 fold) at 18h of stimulation with 10 
nM LTC4 (Figure 3C). Finally, LTC4 also enhanced VEGF protein production in HEKLT2 cells 
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Figure 3 : CysLTs increase VEGF expression in HEKLT2 cells 
A. HEKLT2 cells were transiently transfected with 0,5 ug/well of pGL2 (promoterless vector) or 
pVEGF-WT-2.3 kB promoter constructs. Cells were incubated for 8h with EtOH or LTC4 or 
LTD4 at indicated concentrations before measurement of luciferase activity. Data are expressed 
as -fold increase relative to EtOH control. B. HEKLT2 cells were pretreated or not with 1 JOM of 
MK-476 for 30 min and were then stimulated with LTC4 (lOnM) or EtOH for 8h before 
measurement of luciferase activity. Data are expressed as -fold increase relative to EtOH control. 
C. HEKLT2 cells were treated with LTC4 (lOnM) or EtOH for the indicated times. 
Quantification of VEGF mRNA levels was performed by real-time PCR. Data are expressed as -
fold increased relative to the housekeeping gene GAPDH. D. HEKLT2 cells were treated with 
LTC4 (lOnM) or EtOH for the indicated times and supernatants were collected to measure VEGF 
protein by ELISA. Data are expressed as -fold increase relative to EtOH control. 
Data are expressed as mean ± S.E.M; n = 3 
CysLTs increase VEGF expression in a HIF-1-independent 
HIF-1 is not only implicated in the modulation of VEGF in hypoxia, but also in normoxia, via 
its possible induction, increased binding affinity or stabilization by different signaling 
pathways (26). To first test the possibility that cysLTs stimulation can stabilize the HIF-la 
protein in normoxia, we used a luciferase assay with a construction coding for the HIF-la 
ODD domain fused with the luciferase gene (CMV-Luc-ODD). Because the HIF-la ODD 
contains the key residues involved in HIF-la stabilization, such reporter system is used to 
assess HIF-1 a stability under various conditions (43). As observed in Figure 4A, there is an 
approximately 80-fold increase in luciferase activity after a 10 nm LTD4 stimulation 
(compared to vehicule ) in HEKLT1 cells. These findings indicated that LTD4 could indeed 
stabilize HIF-la. Next we transfected HEKLT1 cells with a HRE-tk-LUC construction known 
to be responsive to HIF-1(35, 36). As can be seen in Figure 4B, a small but significant 
increase in luciferase activity was observed after LTD4 stimulation, indicating that HIF-la 
stabilization by LTD4 was also functionally significant in our cell model. Finally, we used 
VEGF 2.3 kB promoters containing HRE mutations at position +306 or +975, that 
corresponds to the two HRE sites present in the VEGF promoter construct. Contrary to what 
was expected, no significant decrease in VEGF promoter activity was observed after LTD4 
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Figure 4 : CysLTs increase VEGFexpression in a HIF-1-independent way 
A. HEKLT1 cells were transiently transfected with 0,5 ug/well of CMV500 or CMV-luc-ODD 
promoter construct. Cells were incubated for 6h with EtOH or LTD4 at 1 OnM before 
measurement of luciferase activity. Data are expressed as -fold increase relative to EtOH control. 
(n=4) B. HEKLT1 cells were transiently transfected with 0,5 ug/well of HRE-tk-LUC promoter 
construct. Cells were incubated for 6h with EtOH or LTD4 at 1 OnM before measurement of 
luciferase activity. Data are expressed as -fold increase relative to EtOH control. (n=3) C. 
HEKLT1 cells were transiently transfected with 0,5 ug/well of pGL2 (promoterless vector) or 
pVEGF-WT-2.3 kB promoter constructs or its HRE mutants, namely VEGF-AHRE 306, VEGF-
AHRE 975. Cells were incubated for 8h with EtOH or LTD4 at lOnM before measurement of 
luciferase activity. Data are expressed as -fold increase relative to EtOH control. (n=3) 
Data are expressed as mean ± S.E.M 
Promoter regions upstream of position -90pb in the VEGF promoter are not required for its 
transactivation by the cysLTs 
To define the region(s) of the VEGF promoter implicated in its transcriptional regulation by 
cysLTs, 5' deletion constructs of the VEGF-WT-2.3 kB promoter were tested. As observed in 
Figure 5A and 5B, VEGF promoter activity in either HEKLT1 or HEKLT2 cells stimulated for 
8h with LTD4 10 nM or LTC4 10 nM, respectively, was statistically comparable using either 
VEGF-WT-1.9, VEGF-WT-1.5 or VEGF-WT-1.0 promoter constructs compared to the full 
length VEGF-WT-2.3 kB promoter. These results further suggest that the -306 and -975 HRE 
sites within the VEGF promoter are dispensable for LTD4-inducible expression. They also 
indicate that cysLTs responsiveness is located downstream of position -90 bp. 
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Figure 5 : Consensus sequences upstream of position -90pb in the VEGF promoter are not 
required for its transactivation by the CysLTs in HEKLT1 or HEKLT2 cells 
HEKLT1 (A) or HEKLT2 (B) cells were transiently transfected with 0,5 ug/well of pGL2 
(promoterless vector) or pVEGF-WT-2.3 kB promoter constructs or its 5' deletion mutants, 
namely VEGF-WT-1.9 kB, VEGF-WT-1.5 kB and VEGF-WT-1.0 kB. Cells were incubated for 
8h with EtOH or LTD4 (or LTC4) at indicated concentrations before measurement of luciferase 
activity. Data are expressed as -fold increase relative to EtOH control. 
Data are expressed as mean ± S.E.M; n = 3 
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Implicaton of MAPK pathway in the transactivation of VEGF promoter in HEKLT1 cells. 
Computer-assisted analysis of the VEGF promoter region downstream of-90 bp indicated one 
AP-1 binding consensus sequence at position +419 bp located within the cryptic promoter of 
VEGF. CysLTs had previously been shown to activate the AP-1 complex via the MAPK pathway 
(39, 40) and VEGF is often modulated by the AP-1 complex in different cell types with several 
inflammatory stimuli including cytokines and hypoxia (26). We therefore investigated whether 
MAPKs and this AP-1 site were responsible for VEGF modulation by cysLTs. HEKLT1 cells 
transfected with the VEGF-WT-2.3 kB promoter were pretreated with different pharmacologic 
MAPK inhibitors and then stimulated with LTD4 10 nM. As shown in Figure 6A and Figure 6B, 
pretreatment with the inhibitors of JNK (SP 600125, 5uM) and MEK (PD 98059,20 uM) reduced 
LTDzt-induced VEGF promoter activation by 44% and 42%, respectively, suggesting that the 
MAPKs JNK and ERK1/2 (downstream of MEK) are most probably involved in the modulation 
of VEGF promoter activation by cysLTs. In contrast, the p38 inhibitor SB 203580 failed to 
induce any loss of promoter activity (Figure 6C). To further analyze the possible role of AP-1 in 
VEGF modulation by the cysLTs, we co-transfected HEKLT1 cells with dominant negative (DN) 
forms of FosB and JunD proteins. As illustrated in Figure 6D and Figure 6E, overexpression of 
each of the DN proteins , that act by binding their wild-type partners and inhibit DNA binding of 
the AP-1 complex, significantly reduced LTD4-induced VEGF promoter activation by 46% for 
DN-FosB and 32% for DN-JunD . Furthermore, co-transfection of HEKLT1 cells with dominant 
negative Ras, which is well known to block the activation of the AP-1 complex via the 
Ras/Raf/ERK pathway (44), reduced VEGF promoter activity by 30% (Figure 6F). Since all these 
data pointed toward the implication of the only AP-1 site available in the -90 truncated VEGF 
promoter, we introduced point mutations of that site (TGAGTGA -> TAAGTAA), a strategy 
that had been shown in a previous study to inhibit AP-1 complex ligation (41). Surprisingly, the 
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Figure 6 : Implication of MAPKs pathway in the transactivation of VEGF promoter in 
HEKLT1 cells. 
A, B, C. HEKLT1 cells were transiently transfected with 0,5 ug/well of pGL2 (promoterless 
vector) or pVEGF-WT-2.3 kB promoter constructs. Cells were pretreated with either SP600125 
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(5 uM), PD98059 (20 uM), SB203580 (15 uM), or their control vehicule DMSO for 30 min. An 
8h incubation with EtOH or LTD4 (10 nM) was allowed before measurement of luciferase 
activity. Data are expressed as -fold increase relative to EtOH control. (n=5,4,6) D, E, F. 
HEKLT1 cells were transiently transfected with 0,5 ug/well of pVEGF-WT-2.3 kB and pcDNA3 
or dominant negative A-FosB, A-JunD and RasN17 constructs. Cells were incubated for 8h with 
EtOH or LTD4 (10 nM) before measurement of luciferase activity. Data are expressed as -fold 
increase relative to EtOH control. (n=8,4,4) G. HEKLT1 cells were transiently transfected with 
0,5 ug/well of pGL2 (promoterless vector), pVEGF-WT-2.3 kB or pVEGF-AAP-1 promoter 
constructs. Cells were incubated for 8h with EtOH or LTD4 (10 nM) before measurement of 
luciferase activity. Data are expressed as -fold increase relative to EtOH control. (n=5) 
Data are expressed as mean ± S.E.M 
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Implication of the transcription factor Spl in the expression ofVEGFby cysLTs. 
With the previous results demonstrating that the AP-1 sites in the VEGF promoter may not be 
implicated in its activation after all, we focused our attention on the SP1 transcription factor. 
Indeed, in the shortest (1.0 kB) 5' deletion mutant of the VEGF promoter, there are at least 5 Spl 
sites left, 4 of which are in a cluster just downstream of-90 bp. Even if there is no evidence of 
Spl activation by cysLTs in the literature at this time, there are many studies implicating Spl in 
the modulation of VEGF in different cell types and with different mediators (26). Therefore, we 
tested the hypothesis that cysLTs could activate the Spl transcription factor, which would result 
in the increase in VEGF expression. Mithramycine-A is a molecule often use and well known to 
inhibit Spl-dependent transcription by binding to GC-rich region (45, 46) on DNA and therefore 
inhibiting its ligation with Spl. As shown in Figure 7A and Figure 7B, Mithramycine-A (100 
nM) completely inhibited the VEGF promoter activation in both HEKLT1 and HEKLT2 cells 
after an 8h stimulation with LTD4 or LTC4 10 nM, respectively. Moreover, we showed that a 
pGL2-4xSpl-TK-luc construct could be transactivated after LTD4 stimulation in HEKLT1 cells 
but not in HEK cells stably expressing PAF receptor (HEKPAFR cells). Then, using a VEGF 
promoter construct of 123 bp containing the cluster of 4 Spl binding elements or its 4xSpl 
mutant version, we showed that the LTD4 VEGF transactivation was completely prevented in 
CysLTl cells when Spl sites were mutated whereas in HEKPAFR cells both constructions did 
not resulted in VEGF promoter transactivation (Figure 7C). Furthermore, mithramycine (200 nM) 
completely inhibited the increase in VEGF mRNA expression (Figure 7D) and VEGF protein 
levels (Figure 7E) in monocytes following a 12h LTD4 (lOnM) stimulation. These results suggest 
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Figure 7 : Implication of the transcription factor Spl in the expression of VEGF by the 
CysLTs. 
HEKLTl (A) or HEKLT2 (B) cells were transiently transfected with 0,5 ug/well of pGL2 
(promoterless vector) or pVEGF-WT-2.3 kB promoter constructs. Cells were pretreated or not for 
24h with mithramycine-A (100 nM) and were treated for 8h with EtOH or LTD4 (of LTC4) at 10 
nM before measurement of luciferase activity. Data are expressed as -fold increase relative to 
EtOH control. (n=5,4) C. HEKLTl or HEKPAFR cells were transiently transfected with 0,5 
96 
ug/well of pGL2-4xSpl-TK-luc, VEGF-WT-123 bp or VEGF-A4xSpl mutant constructs. Cells 
were incubated for 8h with EtOH or LTD4 at 10 nM before measurement of luciferase activity. 
Data are expressed as -fold increase relative to EtOH control. (n=3) D. Monocytes were 
pretreated or not for 24h with mithramycine-A (200 nM) and then treated with EtOH or LTD4 (10 
nM) for 12h. Quantification of VEGF mRNA levels was performed by real-time PCR. Data are 
expressed as -fold increased relative to the housekeeping gene GAPDH. (n=3) E. Monocytes 
were pretreated or not for 24h with mithramycine-A (200 nM) and then treated with EtOH or 
LTD4 (10 nM) for 24h. Supernatants were collected to measure VEGF protein by ELISA. (n=5) 
Data are expressed as mean ± S.E.M 
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Discussion 
Angiogenesis is physiologically necessary but can also be pathological in different situations 
such as cancer, psoriasis, rheumatoid arthritis and atherosclerosis (24). Moreover, airway 
remodeling in chronic severe asthma is characterized by several processes including airway 
smooth muscle hyperplasia, fibrogenesis, reticular basement membrane thickening, 
myofibroblast proliferation and an increase in angiogenesis (8, 9). Among the possible 
mediators implicated in the angiogenesis of airway remodeling, the most incriminated one 
is vascular endothelial growth factor (VEGF) (16). 
CysLTs are well characterized as major players in the pathophysiology of asthma and much 
evidence supports their role in different aspects of pulmonary remodeling (47). However, 
no direct link has been established between cysLTs and modulation of VEGF expression. In 
this work, we propose a mechanism through which cysLTs can lead to increased 
angiogenesis, namely through the upregulation of VEGF expression. We demonstrated that 
LTD4, via the CysLTl receptor, induces the expression of VEGF at both the mRNA and 
protein levels in two cell types relevant to asthma and airway remodeling processes, 
namely human monocytes (48, 49) and the human BSMCs (50). These two cell types were 
already known to secrete VEGF and to express both CysLTl and CysLT2 receptors, but 
CysLT2 is much less express than CysLTl in hBSMCs (7). Interesingly, Simcock and 
colleagues recently showed that BSMC cultured from subjects with mild or moderate 
asthma, but not from healthy controls, promote angiogenesis in vitro via their release of 
VEGF (20). 
In our single receptor models, HEKLT1 and HEKLT2, we observed VEGF promoter 
transactivation with cysLTs that was completely abrogated with a pretreatment with a 
CysLTl antagonist in HEKLT1 cells and not affected in HEKLT2, as expected. In HEKLT1 
cells, LTD4 was shown to be more potent than LTC4 in VEGF promoter activation, which is in 
concordance with the known affinity and potency of CysLTl ligands: LTD4>LTC4»LTE4 
(5). As already shown in a previous study(51), we also noticed that CysLTl is probably 
coupled with Gciq protein in HEK293 cells since a pre-treatment with PTX did not affect the 
VEGF promoter transactivation by the cysLTs (data not shown]. In HEKLT2 cells, LTC4 was 
shown to be between 10 to 100-fold more potent than LTD4 at low nanomolar 
concentrations. These results were not those expected from the affinity data for CysLT2 
ligands: LTC4=LTD4»LTDE4 (5). However, we had shown in a recent study a similar 
relative potency of LTC4 vs LTD4 in CysLT2 mediated IL-8 promoter transactivation (39). 
These findings may be due to different conformational changes induced in the CysLT2 
receptor by the two structurally different ligands (despite their equivalent affinities), which 
could differentially affect signaling pathways. Interestingly, the concentration-dependent 
VEGF promoter transactivation followed a bell-shaped pattern. Such bell-shaped curves 
suggest auto-antagonism at high concentrations of cysLTs, analogous to comparable 
patterns produced by other GPCR agonists (including cysLTs) that can be described in 
terms of a homotropic two-state system (52). As expected from the transcriptional 
activation capacity of cysLTs in luciferase assays, VEGF mRNA and protein levels were also 
increased by cysLT stimulation both in HEKLT1 and HEKLT2 cells. 
VEGF gene transcription is under the control of a promoter containing many different 
transcriptions factor binding sites, but the major ones are HIF-1, AP-1, Spl and Stat3 (26, 
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28). HREs are DNA consensus sequences (5'-RCGTG-3') that bind to hypoxia-induced factor-
1 (HIF-1). HIF-1 is a heterodimeric transcription factor composed of bHLH-PAS protein 
family members, most often HIF-1|3, which is constitutively activated/expressed and HIF-
l a whose stability/activity/expression depends on various factors including hypoxia, 
MAPKs and PI3K (53). HIF-1 not only has a role in hypoxic modulation of VEGF but also in 
various non-hypoxic conditions. In fact, normoxic HIF-1-dependent VEGF expression can be 
increased by a variety of mediators including EGF, HER2/neu and NO (54-56), via the 
induction of HIF-la expression, increase in HIF-la DNA binding activity or HIF-la stability 
(26). Here, we demonstrated that LTD4 could potentially increase HIF-la protein stability in 
HEKLT1 and that the increase in HIF-1 protein level could be functionally significant, using 
a CMV-luc-ODD and a HRE-tk-LUC construct, respectively. However, we did not observe any 
change in VEGF promoter transactivation when we used HRE mutants of the promoter, 
suggesting that HIF-1 is not implicated in cysLT-induced modulation of VEGF expression in 
normoxia. Importantly, since LTD4 can affect HIF-la protein stability, we cannot exclude its 
implication in hypoxic or non-hypoxic HIF-1-dependent modulation of other genes. 
From progressive 5' deletion studies of the VEGF promoter, it appears that the consensus 
transcription factor binding sequences that are present in the distal and middle promoter 
regions -1278 to -90 are not implicated in cysLT-induced modulation of VEGF expression. 
This includes the consensus binding sequences for Stat3, Smad3, Smad4, NF-1, c-myc and 
HIF-1. Analysis of the 1.0 kB promoter fragment revealed the presence one AP-1-binding 
site at position +419 bp within the region of the cryptic promoter of VEGF. Activator 
protein-1 (AP-1) is a dimeric transcription factor that includes members of the Jun and Fos 
families. Jun family proteins, represented by c-Jun, JunB, and JunD, and Fos family proteins, 
represented by c-Fos, FosB, Fra-1, and Fra-2, form homo- or heterodimers that bind to the 
DNA consensus sequence TGAC/GTCA and regulate the activation of different target genes 
(57). Numerous studies had shown the implication of AP-1 in non-hypoxic VEGF 
modulation by EGF, PDGF or bFGF (26). Moreover, the AP-1 site at +419 bp in the human 
VEGF promoter was shown to be both necessary and sufficient for VEGF induction by 12-0-
tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) in keratinocytes (58). On the other hand, activation 
of the MAPK pathway by cysLTs has been shown using various cell types (59), including 
HEKLT1 cells (unpublished data from our laboratory) and this pathway is well known to 
activate the AP-1 transcription factor (44). Using pharmacologic inhibitors of MAPKs in 
HEKLT1, we found a partial implication of ERK1/2, JNK, but not p38, in VEGF promoter 
transactivation by LTD4. This observation can be explained because the MAPKs can be 
independently regulated and/or differently required for their effects on gene transcription 
in different situations (44, 60). For example, a recent study showed that cysLTs require 
Erkl/2 and JNK, but not p38 in the modulation of MCP-1 in monocytes/macrophages(61). 
The use of a dominant negative form of Ras, a protein well known to activate the Raf-Erk 
pathway (44), or dominant negative forms of AP-1 complex proteins, also inhibited VEGF 
promoter transactivation by LTD4. We had also previously shown the involvement of AP-1 
complex activation in modulation of IL-8 expression by LTD4 (40). To our surprise, 
mutation of the AP-1 binding site at +419 bp in the VEGF promoter had no effect on VEGF 
promoter transactivation by LTD4. These findings suggested an indirect implication of the 
AP-1 transcription factor in the VEGF modulation by LTD4. 
Analysis of the l.OkB VEGF promoter fragment revealed the presence of a cluster of Spl 
sites downstream of-90 bp, suggesting that Spl could be involved in VEGF promoter 
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transactivation by LTD4. Specificity protein 1 (Spl) is a ubiquitously expressed homo-
oligomeric transcription factor member of the Sp/KLF family that can bind DNA GC-boxes 
and with a lower affinity CT- or GT-boxes. It is now widely accepted that Spl is implicated 
in the expression of several different inducible genes (eg: VEGF), in the control of cellular 
proliferation and in tumorigenesis. Indeed, Spl-dependent transcription can be regulated 
by post-translational modifications or by interactions with different proteins like 
transcriptions factors, oncogenes and tumor suppressors via synergism or superactivation 
(62). In fact, many studies had shown its implication in VEGF modulation, using different 
mediators, and its possible interaction/activation with the MAPKs and/or the AP-1 complex 
(26, 28]. For example, Spl phosphorylation is necessary for VEGF induction in fibroblast 
and cardiac myocytes (by IL-1|3) via the Ras/Raf/ERK pathway or JNK and p38, respectively 
(63-65). Moreover, prostatic or cerebral cancer cells produce VEGF in a HIF-1-independent 
manner in normoxia (as it is the case here) and require Spl phosphorylation via 
PI3K/AKT(66), whereas VEGF induction by cyclosporine in renal cancer cell lines is also 
HIF-1-independent but requires Spl phosphorylation by PKCzeta and PKCdelta (67). Also, 
the lipid mediator PGE2 can induce VEGF in BSMC via Spl phosphorylation in a cAMP/PKA-
dependent manner (68). Using HEKLT1 or HEKLT2 cells in luciferase assays, we showed 
that transactivation of the VEGF promoter by LTD4 was totally prevented by a pretreatment 
with the Spl-dependent transcription inhibitor mithramycine-A and the same effect was 
also observed at the mRNA and protein level in human monocytes after LTD4 stimulation. 
More importantly, we showed that using a VEGF promoter with its 4 Spl binding sites 
mutated, the LTD4 transactivation in HEKL1 cells was completely abrogated whereas there 
was no transactivation of either the wild type or mutant form in HEKPAFR cells. In brief, 
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these results suggest that Spl is the major transcription factor implicated in VEGF 
modulation by the cysLTs. As shown in many studies (62), Spl can also be activated by the 
MAPKs. As for the role of AP-1, we suggest a synergistic or a superactivation effect between 
the AP-1 complex and Spl to explain our results. For instance, a synergistic effect between 
AP-1 and Spl has been reported for the modulation of CDllc gene(69). Moreover, there are 
examples of superactivation between c-jun and Spl for the modulation of p21 and vimentin 
(70, 71). The process of superactivation is when one Spl molecule binds to DNA whereas 
the superactivator does not bind to DNA, but interacts with the DNA-bound Spl molecule to 
increase its transcriptional activity (62). 
In summary, we propose a new mechanism for cysLT involvement in airway remodeling. 
The current study suggests for the first time that cysLTs not only act in fibrogenesis, airway 
smooth muscle hyperplasia, myofibroblast proliferation or their other known activities in 
airway remodeling, but also in angiogenesis via their promotion of VEGF production. Thus, 
selective CysLTl (and eventually CysLT2) antagonists could be considered for the more 
chronic aspects of asthma, such as airway remodeling, as well as in other diseases 
implicating both cysLTs and angiogenesis, including colorectal cancer and atherosclerosis. 
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L'angiogenese, un processus souvent necessaire physiologiquement, peut s'averer 
pathologique dans certaines situations. Par exemple, 1'augmentation de l'angiogenese est 
necessaire a la croissance de plusieurs tumeurs (ex : colorectal) et est implique dans 
diverses pathologies inflammatoires comme le psoriasis, l'arthrite rhumatoi'de et 
l'atherosclerose (CARMELIET, 2005). De plus, le remodelage des voies respiratoires 
dans l'asthme implique plusieurs processus dont l'augmentation de l'angiogenese 
(BOSSE et al, 2008). Plusieurs mediateurs ont ete incrimines pour expliquer cette 
composante de remodelage comme par exemple bFGF, l'angiogenine et les 
angiopoietines-1,2, mais le plus etudie et le plus probable est le VEGF (CHETTA et al, 
2005, WALTERS etal, 2008). 
Les cysteinyl-leucotrienes ont un role essentiel dans la pathophysiologic de l'asthme et ils 
sont de plus en plus reconnus comme des mediateurs importants du remodelage des voies 
respiratoires (HOLGATE et al, 2003). Cependant, aucune evidence dans la litterature n'a 
clairement montree un lien entre les cysLTs et la modulation du VEGF et/ou 
l'angiogenese. Notre laboratoire a emis l'hypothese que les cysLTs puissent reguler 
l'angiogenese du remodelage des voies respiratoires de 1'asthme en agissant comme 
modulateurs de l'expression du VEGF via les recepteurs CysLTl et/ou CysLT2. 
Egalement, puisque la signalisation des recepteurs des cysLTs n'est pas encore tres bien 
definie dans la litterature, nous avons voulu etudier les voies intracellulaires impliquees 
specifiquement pour CysLTl ou CysLT2. 
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Premierement, puisque le remodelage des voies respiratoires implique a la fois des 
cellules inflammatoires et structurales (HOLGATE, 2008), nous avons choisi d'utiliser 
ces deux types cellulaire afin de tester notre hypothese de modulation du VEGF par les 
cysLTs. Nous avons done opte pour des monocytes humains provenant de leucocytes 
peripheriques sanguins de donneurs sains et des cellules musculaires lisses humaines 
(provenant d'un homme de race noir de 5 semaines sans maladie connue). Les monocytes 
sont capables de se differencier en macrophages via GM-CSF ou en cellules dendritiques 
via GM-CSF et IL-4 (GAJEWSKA et al, 2003). Dans l'asthme chronique, 
particulierement l'asthme corticosteroi'de-resistant, les monocytes et les macrophages sont 
des cellules infiltrant la muqueuse respiratoire en grand nombre et sont importantes dans 
sa pathophysiologic (HOLGATE, 2008). Les deux sont connues pour secreter du VEGF 
(HOSHINO et al, 2001), des cysLTs, des ROS, des enzymes lysosomales et bien d'autres 
mediateurs inflammatoires (HOLGATE, 2008). D'autre part, les cellules musculaires 
lisses bronchiques (CMLBs) sont reconnues depuis peu comme etant bien plus que de 
simples cellules structurales. En fait, apres leur interaction avec des stimuli 
inflammatoires ou des produits bacteriens ou viraux (via leur TLRs), ils peuvent secreter 
des mediateurs ou molecules de surface impliques dans 1'installation/perpetuation de 
inflammation et le remodelage des voies respiratoires (TLIBA et al, 2008). Par exemple, 
1'expression de l'ARNm de la metalloprotease ADAM33 dans les cellules musculaires 
lisses est augmentee dans 1'asthme modere ou severe par rapport a 1'asthme leger ou les 
patients controles (FOLEY et al, 2007). Aussi, l'activation des CMLBs par TNF-ct, une 
cytokine presente en grande quantite dans les voies respiratoires d'asthmatiques, est 
capable d'augmenter l'expression de ICAM-1 a leur surface (LAZAAR et al, 1994). Fait 
interessant, le groupe de Simcock a recemment demontre que les CMLBs de patients 
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asthmatiques (mais pas celles de patients sains) induisaient l'angiogenese in vitro via leur 
secretion de VEGF (SIMCOCK et al, 2008), suggerant ainsi leur implication dans le 
processus angiogenique du remodelage des voies respiratoires. Les deux types cellulaires 
choisis sont connus pour exprimer les recepteurs des cysLTs a leur surface. Plus 
precisement, 1'expression de CysLTl et de CysLT2 serait egalement repartie chez les 
monocytes, tandis que les cellules musculaires lisses exprimeraient plus fortement 
CysLTl par rapport a CysLT2 (CAPRA et al, 2007). 
Afin de savoir si les cysLTs modulent 1'expression du VEGF dans ces cellules, nous 
avons utilise les techniques de PCR en temps reel (ARNm) et d'ELISA (proteine). Pour le 
PCR, nous avons utilise des amorces ne faisant pas la distinction entre les differents 
isoformes du VEGF-A etant donne que nous voulions d'abord etre certain qu'il y a une 
modulation. Pour l'ELISA, le kit utilise etait specifique a l'isoforme VEGF-A165 (le 
principal isoforme connu) (OTROCK et al, 2007). Dans de futures experiences, il 
seraient interessant d'essayer de faire des distinctions entre les differents isoformes. Les 
mesures de VEGF-A avaient lieu apres une stimulation avec LTD4 (ou son vehicule 
EtOH) a une concentration de 10 nM pendant les temps indiques. Cette concentration a 
ete choisie pour trois raisons : la premiere etait que d'autres etudes avaient prealablement 
demontre que 10 nM etait efficace avec les types cellulaires utilises (PANETTIERI et al, 
1998, THOMPSON et al, 2006, THOMPSON et al, 2008), la deuxieme etait que les 
EC50 connus pour LTD4 avec differents types cellulaires sont majoritairement inferieurs a 
10 nM (CAPRA et al, 2007) et la troisieme etait que nous voulions utiliser une 
concentration la plus faible possible pour que nos resultats soient biologiquement 
pertinents. 
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Premierement, nous avons observe une augmentation significative de l'ARNm du VEGF 
chez les monocytes stimules a partir de 6h et qui persiste jusqu'a au moins 24h. 
L'induction de l'ARNm du VEGF est completement bloquee par l'antagoniste du CysLTl 
ce qui laisse croire qu'elle est entierement dependante du recepteur CysLTl chez les 
monocytes humains. D'ailleurs, ces resultats sont reproductibles au niveau de la proteine 
du VEGF apres 24h de stimulation. Chez les cellules musculaires lisses, 1'augmentation 
significative de l'ARNm apres 12h de stimulation avec LTD4 semble egalement etre 
dependante du recepteur CysLTl. De plus, meme si elle semble etre moins importante 
que chez les monocytes, il y a une augmentation significative du niveau de proteine du 
VEGF apres 24h de stimulation avec LTD4 chez les CMLBs. Meme si les niveaux de base 
de proteine VEGF en pg/mL sont plus eleves que ceux observes avec les monocytes, nous 
ne pouvons pas tirer de conclusion a ce sujet puisque le nombre de cellules en suspensions 
(monocytes) ou adherentes (cellules musculaires lisses) n'a pas ete ajuste pour etre 
equivalent. Bref, aux meilleurs de mes connaissances, ces resultats sont les premiers a 
demontrer la capacite de LTD4 a moduler 1'expression du facteur angiogenique VEGF via 
CysLTl et par surcroit, dans ces cellules pertinentes aux phenomenes du remodelage des 
voies respiratoires (HOLGATE, 2008). 
Afin de verifier si la modulation du VEGF par les cysLTs avait lieu au niveau 
transcriptionnel, nous avons procede a des essais de transactivation du promoteur VEGF 
en amont du gene de la luciferase. Autant avec les cellules HEKLT1 que HEKLT2, nous 
avons observe une reponse dependante de la concentration pour 1'activation du promoteur 
du VEGF. En utilisant du Montelukast en pretraitement, nous avons montre que l'effet 
semblait bel et bien etre dependant de CysLTl chez les HEKLT1 et probablement 
118 
dependant de CysLT2 chez les HEKLT2 puisqu'il y avait respectivement une perte 
complete et aucun effet sur l'activation du promoteur. Chez les HEKLT1, Putilisation de 
LTD4 a montre une efficacite d'activation superieure a LTC4 puisqu'il en necessite 
environ lOx moins pour obtenir une induction relative identique de 4 fois. De plus, 
l'activation maximale atteinte par LTD4 est d'environ 6 fois a 10 nM tandis qu'elle est de 
4 fois avec 10 nM de LTC4. Ces resultats sont done en accord avec l'affinite et la 
puissance connu des ligands de CysLTl, e'est-a-dire LTD4>LTC4»LTE4 (BACK, 2002). 
Fait interessant, l'activation du promoteur du VEGF chez les HEKLT1 a une forme de 
«cloche» souvent observe lors de la stimulation de differents GPCRs comme par 
exemple la courbe concentration-reponse de la stimulation de lymphocytes B par LTD4 
qui resulte en l'expression de transcrits epsilon matures (LAMOUREUX et al, 2006), la 
courbe concentration-reponse de l'activite chimiotactique induite par LTB4 chez les 
cellules CHO-BLT1 (YOKOMIZO et al, 1997) et la courbe concentration-reponse de 
l'activation du promoteur IL-8 par LTC4 chez les cellules HEKLT2 (THOMPSON et al, 
2008). Cette forme de cloche peut etre expliquee par un phenomene d'auto-antagoniste a 
haute concentration par le ligand du GPCR dans le contexte d'un systeme homotropique 
avec deux etats conformationnels (BINDSLEV, 2004). Au niveau des HEKLT2, 
1'utilisation de LTC4 a montre une capacite d'activation superieure a LTD4. En fait, il y a 
une difference d'environ 100 fois dans la concentration necessaire pour obtenir une 
induction relative equivalente. L'activation maximale semble etre obtenue entre 1 et 10 
nM de LTC4 tandis que 1'effet maximal de LTD4 a lieu entre 10 et 100 nM. Bien que 
moins evidente que chez les HEKLT1, la forme de cloche de l'activation du promoteur 
VEGF chez les HEKLT2 semble etre presente pour LTC4 comme prealablement observe 
par une etude avec le promoteur de IL-8 (THOMPSON et al., 2008). Pour ce qui est de 
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LTD/t, nous pouvons extrapoler en disant qu'il a probablement une diminution de 
l'activation du promoteur avec de plus fortes concentrations (formant ainsi une «cloche») 
mais nous n'avons pas juge utile de le verifier. Les resultats observes pour HEKLT2 sont 
differents de ce que Ton retrouve classiquement dans la litterature a propos de la 
puissance et affmite des cysLTs pour CysLT2 (LTC4=LTD4>LTE4) (BACK, 2002). 
Cependant, des resultats semblables ont ete publies par notre laboratoire avec 1'utilisation 
des HEKLT2 et le promoteur du IL-8 en essai luciferase (THOMPSON et al, 2008). 
Malgre leur affmite equivalente, LTC4 et LTD4 ont des structures differentes (KANAOKA 
et BOYCE, 2004). L'hypothese proposee est done que les deux cysLTs peuvent induire 
des changements de conformation differents au niveau de CysLT2 et ainsi avoir des effets 
maximaux differents dans certaines voies de signalisation. 
Les essais luciferase indiquent seulement la capacite d'activation transcriptionnelle du 
promoteur utilise dans une conformation et contexte fort different (sous forme de 
plasmide) que lorsqu'il est inclut dans le genome des cellules. Done, les resultats observes 
en essais luciferase montrent une possibilite d'action transcriptionnelle par les mediateurs 
impliques, mais il est important de corroborer les resultats au niveau de l'ARNm et des 
proteines si nous voulons conclure quoi que ce soit. En utilisant le PCR en temps reel et 
l'ELISA, nous avons done montre qu'autant chez les HEKLT1 que chez les HEKLT2, les 
cysLTs peuvent effectivement moduler l'ARNm et la proteine du VEGF. Bref, ces 
resultats suggerent pour la premiere fois que les cysLTs agissent au niveau 
transcriptionnel pour moduler l'ARNm du VEGF via CysLTl ou CysLT2 et qu'il y a une 
modulation consequente du niveau de sa proteine. A ce stade-ci, nous ne pouvons 
cependant pas exclure la possibilite d'un effet de stabilisation de l'ARNm du VEGF par 
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les cysLTs conjointement a l'activite transcriptionnelle. Pour ce faire, nous pourrions 
repeter les experiences de PCR en temps reel ou d'ELISA avec un inhibiteur de la 
transcription tel l'actinomycine D et/ou determiner la demi-vie de l'ARNm du VEGF. 
Bien qu'il n'existe pas a ma connaissance de publications demontrant un role des cysLTs 
dans la stabilisation de quelconque ARNm, un mediateur lipidique, tel LTB4, peut 
stabiliser l'ARNm de l'IL-6 chez les monocytes humains (ROLA-PLESZCZYNSKI et 
STANKOVA, 1992). De plus, plusieurs exemples existent au niveau de la stabilisation de 
l'ARNm du VEGF comme l'hypoxie et le TNF-a via les proteines HuR agissant au 
niveau de la region 3'UTR (et possiblement 5'UTR) de l'ARNm (NABORS et al, 2003). 
La prochaine etape etait de mieux caracteriser les voies de signalisation impliquees. Le 
facteur de transcription HIF-1 a un role majeur dans la modulation du VEGF non 
seulement en hypoxie mais egalement dans plusieurs situations en normoxie, comme par 
exemple via sa stabilisation impliquant la voie PI3K/AKT (XIE et al, 2004). Nous avons 
emis l'hypothese que les cysLTs pourraient stabiliser la proteine HIF-la en situation de 
normoxie et ainsi moduler le VEGF. Pour tester notre hypothese, nous avons transfecte de 
facon transitoire chez les cellules HEKLT1 une construction (CMV-luc-ODD) exprimant 
le fragment ODD (responsable de la stabilisation de HIF-la (LEE et al, 2004)) couple a 
la proteine luciferase et avons observe une augmentation de la luminosite en essai 
luciferase apres stimulation avec LTD4. Cette observation demontrait que LTD4 pourrait 
mener a la stabilisation de la proteine HIF-la puisque si ce n'etait pas le cas, la proteine 
ODD-luc exprimee aurait ete degradee (les HEK 293 ont un systeme 
pVHL/ubiquitination/degradation fonctionnel (ZHOU et al, 2004)) et nous n'aurions pas 
observe une augmentation de luminosite. Etant donne que des resultats non publies de 
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notre laboratoire avait seulement montre une faible expression de HIF-la chez les 
HEKLT1 (meme si les HEK293 exprime un HIF-la fonctionnel tel que vu dans la 
litterature (BAE et al, 2002, CHO et al, 2006, GOTHIE et al, 2000)), nous avons voulu 
verifier si la possible stabilisation du HIF-la endogene dans les HEKLT1 en normoxie 
apres la stimulation par LTD4 etait fonctionnellement significative. Pour ce faire, nous 
avons transfecte un plasmide HRE-tk-LUC, cree en inserant 3 copies du site HRE du gene 
EPO et un promoteur minimal thymidine kinase dans le plasmide pGL3 (SEMENZA et 
WANG, 1992, TIAN et al, 1997). Nous avons note une augmentation significative, bien 
que relativement faible, de la luminosite apres la stimulation avec LTD4. Done, 
1'augmentation de la stabilisation de HIF-la par LTD4 serait significative du point de vue 
fonctionnel. Enfin, nous avons verifie notre hypothese en utilisant des mutants des sites 
HRE dans le promoteur du VEGF en essai luciferase. Nous avons note qu'il n'y avait 
aucun changement dans 1'activation du promoteur induite par LTD4. Ici, il aurait ete 
interessant d'utiliser un double mutant pour les 2 sites HRE du promoteur VEGF que nous 
utilisions, mais avec les resultats suivants (deletions en 5') nous n'avons pas juge utile de 
le faire. Bref, contrairement a notre hypothese de depart, les cysLTs ne semblent pas 
moduler le VEGF via HIF-la en normoxie. Cependant, il est probable qu'ils puissent tout 
de meme stabiliser la proteine HIF-la et avoir un role d'induction d'autres genes 
dependant de HIF-la en normoxie ou hypoxie, ou meme avoir un effet de synergie dans 
1'induction du VEGF en hypoxie (une hypothese que nous n'avons pas verifie). Nous 
n'avons pas repete ces experiences avec les HEKLT2 a cause des autres resultats 
(deletions en 5') 
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Ensuite, toujours dans le but de mieux caracteriser les voies de signalisation impliquees, 
nous avons repete les essais luciferases chez les HEKLT1 ou HEKLT2 avec des mutants 
tronques en 5' du promoteur du VEGF sauvage. Nous pouvons constater que meme avec 
le plus petit mutant (l.OkB), le niveau d'activation du promoteur est identique au 
promoteur complet (2.3kB). Ainsi, nous pouvons supposer que tous les sites inclut dans la 
region tronquee ne sont pas impliques dans 1'activation transcriptionnelle du VEGF. Bref, 
il n'y aurait pas d'implication du HIF-la, (corroborant ainsi nos precedentes observations 
avec les mutants HRE) ni des facteurs de transcription Stat3, Smad3,4, NF-1 ou c-Myc 
dans la transactivation du promoteur de VEGF par LTD4. 
En analysant les sites de facteurs de transcription encore disponibles dans le promoteur 
VEGF-WT 1.0 kB, nous avons emis l'hypothese que le site AP-1 a 419 pb dans le 
«cryptic promoter)) etait le site implique dans ce contexte. D'ailleurs, plusieurs exemples 
existent dans la litterature demontrant 1'implication du complexe AP-1 dans la modulation 
du VEGF en normoxie comme avec les facteurs de croissance EGF, PDGF et bFGF chez 
les cellules de glioblastome humaines (XIE et ah, 2004). De plus, il existe au moins un 
exemple dans la litterature demontrant specifiquement que le site AP-1 a 419 pb est a la 
fois suffisant et necessaire a l'induction du VEGF via 12-0-tetradecanoylphorbol-13-
acetate (TPA) chez des keratinocytes (DIAZ et ah, 2000). Etant donne que le complexe 
AP-1 est majoritairement active par la voie des MAPKs (CHANG et KAPJN, 2001) et 
qu'il est activable dans les HEKLT1 (ou HEKLT2) (THOMPSON et ah, 2008, 
THOMPSON et ah, 2006) et d'autres types cellulaires stimules par des cysLTs 
(ROVATI et CAPRA, 2007), nous avons d'abord utilise des inhibiteurs pharmacologiques 
de cette voie en pretraitement dans des essais luciferase avec les HEKLT1. Nos resultats 
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suggerent une implication partielle des MAPKs JNK et ERK1/2, mais pas de p38, dans 
1'activation du promoteur du VEGF. D'ailleurs, des resultats preliminaires en essais 
MAPKs (Western Blot) ont montre une forte phosphorylation des MAPKs JNK et 
ERK1/2 mais pas de p38 chez les HEKLT1 apres un traitement avec LTD4. De plus, une 
etude recente a montre que chez les monocytes/macrophages, les cysLTs peuvent induire 
MCP-1 d'une facon ERK1/2 et JNK dependant mais p38 independante (HASHIMOTO et 
ah, 2009). Cependant, d'autres etudes avec des types cellulaires differents comme THP-1 
et Monomac-1 montrent que LTD4 via CysLTl peut activer toutes les MAPKs (JNK, 
ERK, p38) (ROVATI et CAPRA, 2007, THOMPSON et ah, 2008, THOMPSON et ah, 
2008). Cette difference pourrait peut-etre s'expliquer par un phenomene de signalisation 
intracellulaire dependant de chaque type cellulaire. En effet, il est bien connu que 
1'interaction entre un stimulus et son recepteur peut mener a 1'activation independante 
d'une MAPK par rapport a une autre (RAMAN et ah, 2007). Sinon, il pourrait s'agir de 
differentes erreurs : une inhibition non complete de 1'activation de p38 (malgre la forte 
concentration utilisee de SB203540) avec un resultat non representatif de la realite dans 
les western blot preliminaires qui ne montreraient pas l'activation de p38, ou une bonne 
inhibition par SB203580 avec un western blot de p38 representatif de la realite. Dans le 
dernier cas, il existe plusieurs exemples montrant que meme si une interaction 
stimulus/recepteur active toute les MAPKs, Taction finale peut dependre que de 
seulement une ou plusieurs MAPKs (HESS et ah, 2004, RAMAN et ah, 2007). Ensuite, 
pour demontrer d'une autre facon l'implication d'AP-1, nous avons utilise des formes 
dominantes negatives de proteines formant le complexe AP-1 (FosB et JunD) et une 
proteine bien connue pour activer la voie de ERK 1/2, soit Ras (CHANG et KARIN, 
2001). Ici, meme si les proteines FosB et JunD ne sont pas les principales proteines du 
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complexe AP-1 (c-fos et c-jun) (HESS et al, 2004), l'effet final est le meme puisque leur 
forme dominante negative agit comme un chelateur des proteines de type sauvage 
(comme c-fos, c-jun, etc), empechant ensuite la liaison du complexe AP-1 a l'ADN. Nous 
avons observe une inhibition partielle de l'activation du promoteur VEGF par LTD4 chez 
les HEKLT1 transfectes avec les formes dominantes negatives, suggerant encore une fois 
l'implication de AP-1. Le fait que l'inhibition ne soit jamais complete pourrait etre du a la 
cooperation de AP-1 avec d'autres facteurs de transcription dans la transactivation ou a 
l'inhibition non complete de Taction des proteines par les dominants negatifs. De plus, 
l'inhibition non complete par le dominant negatif de Ras ou les inhibiteurs 
pharmacologiques des MAPKs (en plus de la possibilite d'une action non maximale de 
ces molecules) pourrait etre due a la cooperation des MAPKs dans l'activation de AP-1. 
Ainsi, le blocage d'une seule MAPK (ex : ERK) pourrait etre compense par Taction d'une 
autre (ex : JNK). Pour verifier cette hypothese, nous aurions pu utiliser differents 
inhibiteurs en meme temps pour bloquer plus d'une voie a la fois. Enfin, puisque tout 
indiquait l'implication du site AP-1 a 419 pb, nous avons cree un mutant de ce site (connu 
pour ne pas etre en mesure de Her AP-1 (DIAZ et al, 2000)) dans le plasmide VEGF-
WT-2.3 kB. Curieusement, nous n'avons pas note de diminution dans l'activation du 
promoteur du VEGF par LTD4 chez les HEKLT1 en utilisant cette construction. Nous 
n'avons pas verifie ces donnees chez les HEKLT2 pour le moment. Bien stir, il aurait ete 
pertinent de faire le mutant AP-1 chez la construction VEGF-WT-1.0 kB pour eliminer les 
possibilite de compensation par les autres sites AP-1 disponibles, mais les resultats 
suivants (Spl et mithramycine) etaient assez interessant pour continuer sans ce mutant. 
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Avec les resultats du mutant AP-1, nous avons du tourner notre attention vers un autre site 
disponible dans la plus petite construction du promoteur du VEGF (1.0 kB) pour 
expliquer nos observations. Le choix s'est rapidement arrete vers Spl etant donne qu'il y 
a beaucoup d'evidences dans la litterature montrant son implication dans la modulation du 
VEGF et son interaction avec la voie des MAPKs et le complexe AP-1 (PAGES et 
POUYSSEGUR, 2005, WIERSTRA, 2008, XIE et al, 2004). Par exemple, il a ete montre 
que la phosphorylation de Spl via la voie Ras/Raf/Erk est necessaire a l'induction du 
VEGF dans des fibroblastes (MILANINI et al, 1998, MILANINI-MONGIAT et al, 
2002), que la modulation du VEGF par IL-lb implique la phosphorylation de Spl via 
JNK et p38 dans les myocytes cardiaques (TANAKA et al, 2000), que le HGF induit le 
VEGF via la phosphorylation de Spl par PI3K, MEK1/2 et PCK zeta (REISINGER et al, 
2003), et que dans des cellules de fibrosarcomes et carcinomes renaux, la phosphorylation 
de Spl via PI3K, Ras et PKCQ est necessaire (PAL et al, 1998, PAL et al, 2001). Par 
ailleurs, chez des cellules cancereuses cerebrales ou de prostate, l'induction du VEGF est 
independante de HIF-1 et necessite la phosphorylation de Spl via PI3K/Akt (PORE et al, 
2004), il en est de meme de la cyclosporine qui induit le VEGF d'une facon HIF-1 
independante via la phosphorylation de Spl par PKC£ et PKC5 (BASU et al, 2008). 
Plusieurs autres mediateurs peuvent induire le VEGF via l'activation de Spl comme par 
exemple l'acide retinoique (cellules de carcinomes bronchoalveolaires) (MAENO et al, 
2002), le TNF-a (cellules de glioblastome) (RYUTO et al, 1996) et le PDGF 
(fibroblastes) (FINKENZELLER et al, 1997). De plus, un mediateur lipidique, la PGE2, 
induit le VEGF via la phosphorylation de Spl d'une facon dependante de camp/PKA chez 
les cellules musculaires lisses pulmonaires (BRADBURY et al, 2005). Bref, pour tester 
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notre hypothese nous avons d'abord repete les essais luciferase avec les cellules HEKLT1 
et HEKLT2 mais avec un pretraitement avec l'inhibiteur de la transcription dependante de 
Spl, la mithramycine. Comme nous pouvons le constater, l'activation du promoteur du 
VEGF par les cysLTs est completement perdue avec ce traitement. De plus, nous avons 
repete les experiences de PCR en temps reel et d'ELISA chez des monocytes humains 
avec un pretraitement a la mithramycine et avons observe la meme inhibition. Bref, ces 
resultats nous laissent croire que le facteur de transcription principal dans la modulation 
du VEGF par les cysLTs est Spl. Bien sur, meme si des publications l'utilisent pour 
cone lure qu'une transcription est Spl dependante, il existe une possibilite que la 
mithramycine ne soit pas totalement specifique pour Spl. Ainsi, nous avons utiliser une 
forme sauvage et mutante d'un promoteur du VEGF (-123 a +50pb) et avons observe une 
perte complete de la capacite de transactivation de ce promoteur par LTD4 chez les 
HEKLT1 lorsque tous les sites Spl sont mutes. Fait interessant, nous avons egalement 
utilise une autre lignee cellulaire, les HEKPAFR, pour demontre que la transactivation du 
promoteur VEGF via les sites Spl semble etre specifique a 1'interaction LTD^CysLTl 
puisque 1'interaction PAF/PAFR ne menait a aucune activation du promoteur VEGF (-123 
a +50) sauvage. 
A propos des resultats precedant montrant l'implication des MAPKs et d'AP-1, nous 
avons emis l'hypothese qu'il existe une interaction entre eux et Spl pour son activation ou 
action. En effet, tel que montre plus haut, il existe plusieurs exemples dans la litterature 
montrant l'activation de Spl par la phosphorylation des MAPKs. Cependant, cela 
n'expliquerait pas pourquoi nous observons une baisse de l'activation du promoteur du 
VEGF par des dominants negatifs de AP-1. A ce propos, nous avons emis l'hypothese que 
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AP-1 pourrait agir en synergie ou via le processus de superactivation de Spl. Ici, le 
synergisme est le procede par lequel un facteur de transcription lie l'ADN d'une facon 
cooperative avec Spl ou augmente la capacite de recrutement de la machinerie basale de 
transcription. Ainsi, le facteur de transcription agissant en synergie lie l'ADN a un site 
distinct par rapport a celui deja occupe par Spl. Pour ce qui est de la superactivation, il 
s'agit de la capacite d'une proteine (Spl ou certains autres facteurs de transcription) a Her 
une proteine Spl deja liee a l'ADN pour en augmenter son activite transcriptionnelle sans 
toutefois interagir directement avec l'ADN (pas de liaison directe). Bien qu'il n'existe pas 
d'exemple precis pour le VEGF, il existe des exemples de synergie entre AP-1 et Spl 
pour le gene CD l ie (NOTI et al, 1996). De plus, il existe des exemples de 
superactivation entre c-jun et Spl pour les genes p21 et vimentine (KARDASSIS et al, 
1999, WU et al, 2003). A ce stade-ci, nous ne pouvons pas confirmer ces hypotheses car 
il faudrait probablement faire des essais CHIP pour le determiner (ex : est-ce que AP-1 et 
Spl lient le promoteur du VEGF ? est-ce que AP-1 se lie a un Spl deja lie a l'ADN?) ou 
utiliser des essais de transactivation avec des constructions GAL4-Spl tel qu'utilise dans 
la litterature pour evaluer les potentiels de superactivation d'un facteur de transcription 
avec Spl (WIERSTRA, 2008). 
Puisqu'aucune etude n'avait auparavant demontre l'activation de Spl par les recepteurs 
des cysLTs, nous avons voulu caracteriser un peu plus precisement les voies de 
signalisation impliquees a ce niveau. Premierement, nous avons confirme que le recepteur 
CysLTl surexprime par les HEK293 est probablement couple a Gaq/n tel que demontre 
dans la litterature (LYNCH et al, 1999). En effet, un pretraitement chez les HEKLT1 
avec la toxine PTX n'a eu aucun effet sur l'activation du promoteur VEGF par LTD4 en 
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essai luciferase et les recepteurs des cysLTs n'ont jamais ete montres comme etant 
couples a d'autres proteines G que Ga;/0 et Gaq/n (ROVATI et CAPRA, 2007). 
Les resultats suivants ne sont pas inclut dans 1'article publie mais nous en faisont quand 
meme mention ici a des fins de discussion. 
Premierement, nous avons utilise un chelateur du calcium intracellulaire et constate que la 
liberation du calcium est necessaire a 1'activation du promoteur du VEGF (environ 75%), 
tout comme la PI3K (55%) et PKC via l'utilisation d'inhibiteurs pharmacologiques. 
Meme si nous ne l'avons pas investigue, la relache du calcium intracellulaire a fort 
probablement lieu par la voie Gaq/n/PLC/InsP3 tel que classiquement demontre 
(LANDRY et al, 2006). Par contre, l'activation de PI3K est plus difficile a expliquer. En 
effet, il existe differentes classes de PI3K (l'inhibiteur utilise ici ne fait pas la distinction 
entre elles): la classe A est ubiquiste et activable par des recepteurs tyrosines kinases 
tandis que la classe B est surtout presente chez les leucocytes et est activable par des 
GPCRs via par exemple la sous-unite (3y (VANHAESEBROECK et WATERFIELD, 
1999). Puisque les sous-unite |3y provenant de proteine G couple a Gaq/n (contrairement a 
GCXJ/O) sont connues comme etant de mauvais second messager (LANDRY et al., 2006) et 
que les HEKLT1 ne sont pas des leucocytes, nous avons emis l'hypothese de la 
transactivation d'un recepteur tyrosine kinase activant la PI3K de classe A. En fait, il 
existe des exemples dans la litterature montrant l'implication des cysLTs et leur recepteur 
dans la transactivation de EGFR (via CysLTl) (RAVASI et al, 2006) et PDGFR (via 
CysLT2) (MCMAHON et al, 2002). De plus, dans la meme etude de Ravasi, la 
transactivation de PDGR par CysLT2 peut activer la PI3K via le recrutement de la sous-
unite p85 au RTK et mener a l'activation de Ras. La transactivation des recepteurs 
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tyrosines kinases est un processus de cooperation entre deux recepteurs (RTK et GPCR) 
menant a l'activation du RTK, suivi de l'activation de voies de signalisation 
intracellulaire que Ton penserait seulement attribuables a l'activation du GPCR 
(DELCOURT et al, 2007, PIIPER et ZEUZEM, 2004). Ici, l'hypothetique transactivation 
pourrait par exemple etre realisee via le calcium intracellulaire relache et/ou des tyrosine 
kinases, des PKCs ou l'induction d'une metalloprotease suivit du clivage de ligands (ex : 
HB-EGF, PGDF) (PIIPER et ZEUZEM, 2004). Fait interessant, un pretraitement avec un 
inhibiteur des tyrosine kinase (Genistein) a bloque l'activation du promoteur du VEGF 
d'environ 50%, menant ainsi a l'hypothese du role de transactivation d'un RTK par une 
(ou des) proteine tyrosine kinase (ex : Src) ou plus probablement d'une tyrosine kinase 
dependante du calcium (ex : Pyk2) puisque le calcium joue un grand role. De plus, une 
etude de notre laboratoire a recemment montree que 1'interaction LTDVCysLTl menait a 
l'induction de la proproteine convertase furine, elle-meme impliquee dans le clivage et 
l'activation de plusieurs proteines qui pourraient potentiellement etre impliquees dans un 
phenomene de transactivation (MT1-MMP^MMP2^HB-EGF, PDGF) (THOMPSON et 
al, 2008). Cependant, il faudrait tout de meme pousser plus loin 1'investigation a propos 
de la transactivation d'un RTK comme par exemple en verifiant l'etat de phosphorylation 
des RTKs que Ton croit impliques, utiliser des inhibiteurs de l'activation de recepteur 
tyrosine kinase tels PDGFRb (AG1296) et EGFR (AG1478), utiliser des inhibiteurs 
specifiques de tyrosines kinase (ex :Pyk2) ou des siRNA ciblant les memes molecules. 
Ensuite, puisque l'inhibiteur utilise pour bloquer les PKCs ne fait pas la distinction entre 
les differentes classes existantes, qu'il semble rester une capacite d'activation residuelle 
malgre le chelateur de calcium et que l'inhibiteur des PKCs bloque partiellement la 
reponse (environ 30%), nous pouvons emettre l'hypothese que des isoformes dependantes 
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du Ca2+ des PKCs tels PKC6 et PKC£, sont impliquees dans l'activation de Spl (des 
exemples les impliquent dans 1'induction du VEGF comme montre plus haut). Enfin, nous 
ne pouvons par exclure un role des PKCs dans la transactivation d'un RTK. Bien sur, la 
prochaine etape serait d'utiliser des inhibiteurs specifiques pour les differents isoformes 
ou encore utiliser des siRNA. 
Bref, ces resultats montrent qu'en plus d'etre probablement active par les MAPKs, le 
facteur de transcription Spl pourrait etre active par la PI3K ou des PKCs dans le contexte 
de la modulation du VEGF via les cysLTs. Ces voies de signalisation seraient activees par 
la liaison de LTD4 a CysLTl, impliqueraient la proteine Gaq/n, la relache de calcium 
intracellulaire et possiblement la transactivation d'un RTK via un ou des proteines 
tyrosine kinases dependante du calcium. Evidemment, ces hypotheses necessitent d'etre 
confirmees ou rejetees par differents moyens, comme par exemple verifier l'etat de 
phosphorylation de Spl avec ou sans un pretraitement avec des inhibiteurs 




Ce projet de maitrise avait pour but d'evaluer l'implication des cysLTs dans la 
modulation du facteur angiogenique VEGF et d'analyser la signalisation intracellulaire 
impliquee par l'activation des recepteurs CysLTl ou CysLT2. 
Premierement, nous pouvons affirmer que le cysteinyl-leucotriene LTD4 via son activation 
de CysLTl peut induire 1'expression de l'ARNm et de la proteine du VEGF chez deux 
types cellulaire importants dans le phenomene du remodelage des voies respiratoires de 
l'asthme, les monocytes et les cellules musculaires lisses bronchiques. 
Deuxiemement, nous avons demontre que chez nos deux modeles cellulaires, soit 
HEKLT1 et HEKLT2 exprimant uniquement CysLTl ou CysLT2, respectivement, les 
cysLTs peuvent aussi moduler a la hausse l'ARNm et la proteine du VEGF. 
Au niveau de la transduction du signal ayant un role dans la modulation du VEGF par les 
cysLTs, nous avons demontre que le facteur de transcription HIF-la n'est pas implique en 
situation de normoxie chez les HEKLT1 stimule par LTD4. De plus, nous avons montre 
que le facteur de transcription essentiel serait Spl autant chez les HEKLT1, HEKLT2 que 
chez les monocytes. En utilisant les HEKLT1, nous avons emis l'hypothese que Spl est 
probablement active par les MAPKs ERK et JNK, mais pas p38. Un role du complexe 
AP-1 a egalement ete demontre et nous avons propose qu'il pourrait agir en synergie ou 
comme superactivateur de Spl. Finalement, nous avons montre que la modulation du 
VEGF par LTD4 chez les HEKLT1 est PTX-resistant. 
D'un point de vue plus hypothetique, nous avons montre que Spl pourrait possiblement 
etre active par PI3K et PKC d'une facon dependante de la relache de calcium 
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intracellulaire suivi d'un phenomene de transactivation d'un recepteur tyrosine kinase par 
une ou des tyrosines kinases solubles. 
Bref, ces resultats suggerent pour la premiere fois un role des cysLTs dans la modulation 
du VEGF et pourrait etre pertinent au niveau de la pathophysiologie du remodelage des 
voies respiratoires dans l'asthme. De plus, ces resultats proposent un benefice jusqu'a 
maintenant insoupconne dans l'utilisation des antagonistes du recepteur CysLTl dans le 
traitement de l'asthme ou d'autres pathologies impliquant un processus angiogenique et 
impliquant les cysLTs, tels le cancer colorectal et l'atherosclerose. 
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